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O complexo genérico Hermanella é um conspícuo grupo de leptoflebídeos que 
atualmente compreende oito gêneros, apesar do caráter distintivo do grupo e da sua monofilia 
bem aceita a relação entre os seus membros, a atribuição correta de algumas espécies, e até 
mesmo o status supra-específico de alguns táxons ainda é objeto de debate. Por isso propomos 
aplicar o DNA barcode na delimitação das espécies do complexo Hermanella mediante o uso 
do valor de divergência média intraespecífica, corroborar esta delimitação mediante o uso dos 
modelos Poisson Tree Process (PTP) e o General Mixed Yule-Coalescent (GMYC) e inferir 
os relacionamentos filogenéticos entre os taxa através da reconstrução filogenética molecular 
utilizando marcadores mitocondriais e nucleares para comprovar a eficácia da delimitação de 
espécies por DNA barcode.  Foram utilizadas 13 espécies do complexo Hermanella e três do 
complexo Homothraulus. Ao todo foram amplificados dois fragmentos do DNA mitocondrial: 
Citocromo Oxidase I (COI) e Citocromo Oxidase II (COII); e dois genes nucleares: Histona 3 
(HEX) e 28S região D1. As análises seguiram para o reconhecimento das espécies baseadas 
no gene COI (DNA barcode) aplicando o cálculo de divergência genética, o modelo PTP e o 
modelo GMYC, as análises filogenéticas foram conduzidas por Máxima Verossimilhança 
(MV) e Inferência Bayesiana (IB) para cada conjunto de dados de forma independente e 
concatenada. As análises do DNA barcode mostraram que das 13 espécies iniciais, sete 
puderam ser validadas como espécies filogenéticas: Hd. plagatus, Hd. primanus, Hd. 
gilliesae, Hm. sallesi, Hy. obliquus, Needhamella ehrhardti e T. insolita. Também apontaram 
que as seguintes populações são espécies filogenéticas diferentes: Hy. plaumanni haplótipo 
23, Hy. plaumanni haplótipo 24, L. palpalis AP, L. palpalis ES, L. palpalis RO, L. palpalis 
RR, Needhamella sp. nov GO, Needhamella sp. nov PE, P. convexa AP, P. convexa BA, P. 
convexa RO e P. convexa RR. As topologias de MV e BI confirmaram que o complexo 
Hermanella é um grupo monofilético, recuperaram Hermanella como grupo irmão de Hylister 
e o gênero Hydrosmilodon como parafilético, encontraram a Needhamella relacionado à 
Paramaka e a Hd. gilliesae grupo irmão de Hd. primanus estando ambos relacionados com 
Leentvaaria. Todas as espécies filogenéticas definidas mediante o uso do DNA barcode foram 
agrupadas como clados bem suportados nas hipóteses obtidas para IB e razoavelmente 
suportados para MV. Esta concordância entre os resultados é uma evidência que o DNA 
barcode mostrou-se eficaz para delimitar as espécies do complexo Hermanella e os 






complementam e suportam os resultados, porém vale ressaltar a importância dos estudos 
morfológicos, ecológicos e biogeográficos para enriquecer as informações obtidas no presente 
trabalho.  
 
Palavras chave: Delimitação de espécies, Sistemática filogenética, Inferência 
bayesiana e Máxima verossimilhança. 
 
ABSTRACT 
The generic complex Hermanella is a conspicuous group among the leptophlebiid 
mayflies and currently comprises eight genera, in spite of being a well accepted monophyletic 
group, the relationship between its members, the correct classification of some species and 
even the supra-specific status of some taxa is subject to debate. This study proposes to apply a 
DNA barcode to delimitate species of Hermanella complex using the intra-specific mean 
divergence value, in addition, confirming such data by using two methods: Poisson Tree 
Process (PTP) and the General Mixed Yule-Coalescent (GMYC) and infer the phylogenetic 
relationships between the taxa by using molecular phylogenetic reconstruction with nuclear 
and mitochondrial markers to test the effectiveness of species delimitation model by DNA 
barcode. In order to do so, 13 species of the Hermanella complex were identified and three 
from the Homothraulus complex and two mtDNA fragments: Cytochrome Oxidase I (COI) 
and Cytochrome Oxidase II (COII); as well as two nuclear genes: Histone 3 (HEX) and the 
28S-D1 region. Analysis of genetic divergence, PTP and GYMC were carried out to delimit 
species based on the COI gene (DNA barcode) as well as Maximum Likelihood (MV) and 
Bayesian Inference (IB) for each gene both independently and concatenated. Analysis of 
species delimitation with DNA barcode agreed to validate 7 out of the 13 original species as 
phylogenetic species: Hd. plagatus, Hd. primanus, Hd. gilliesae, Hm. sallesi, Hy. obliquus, 
Needhamella ehrhardti e T. insolita. Similarly, agreed to split as different phylogenetic 
species the populations of Hy. plaumanni haplótipo 23, Hy. plaumanni haplótipo 24, L. 
palpalis AP, L. palpalis ES, L. palpalis RO, L. palpalis RR, Needhamella sp. nov GO, 
Needhamella sp. nov PE, P. convexa AP, P. convexa BA, P. convexa RO e P. convexa RR. 
The monophyle of the Hermanelle complex was confirmed by both topopogies  MV and BI, 






group. Needhamella related to Paramaka, a Hd. gilliesae related to Leentvaaria and Hd. 
primanus as sister group of Hd. gilliesae. All phylogenetic species delimited through DNA 
barcode were grouped as well supported clades with IB hypothesis and reasonably supported 
with MV. This agreement between the results of the analysis is a clear evidence of the DNA -
barcode was and effective method to delimit species in the Hermanella complex and the 
molecular markers were successful in recovering phylogenetic hypotheses that complement 
and support the results, however it is important to remember that morphological studies, 
ecological and biogeographic are needed to deepen the information obtained in this study. 
 










A ordem Ephemeroptera Hyatt & Arms, 1891 compreende um grupo de insetos 
anfibióticos, com os adultos de hábito aéreo e os imaturos aquáticos, é representada por 28 
famílias, 438 gêneros e aproximadamente 3345 espécies no mundo (Barber-James et al., 
2013), e considerada um dos grupos mais antigos dentro dos insetos alados, com registros 
fósseis do Permiano e Carbonífero, entre 280 a 230 milhões de anos atrás (Britain & Sartori, 
2003).  
A família Leptophlebiidae Banks, 1900 compreende três subfamílias: Leptophlebiinae 
Banks, 1900; Atalophlebiinae Peters, 1980 e Habrophlebiinae Kluge, 1994. A subfamília 
Atalophlebiinae é de origem Gondwânica e alcança sua máxima diversidade e abundância em 
cursos d’água do Hemisfério Sul; as subfamílias Leptophlebiinae e Habrophlebiinae 
predominam em riachos do Hemisfério Norte (Savage, 1987; Savage et al., 2005). Na Região 
Neotropical os Atalophlebiinae estão representados por 47 gêneros (Lopes et al., 2007), em 
2007 Kluge fez uma revisão de alguns dos Atalophlebiinae Neotropicais e propôs um novo 
táxon nomeado Hermanellonota, que inclui dois complexos  genéricos irmãos: o complexo 
Hermanella (ou Hermanellognatha sensu Kluge (2007)) e o complexo Homothraulus, 
composto por Farrodes Peters, 1971, Simothraulopsis Demoulin, 1966, e Homothraulus 
Demoulin, 1955. 
O complexo genérico Hermanella é um conspícuo grupo de leptoflebídeos 
distribuídos na região Neotropical até o Canadá (Domínguez & Flowers, 1989). Foi definido 
por Domínguez & Flowers (1989), Flowers & Domínguez (1991) e Domínguez et al. (2001) 
por ter ninfas com caracteres notáveis, especialmente nas peças bucais, tais como: palpos 
maxilares grandes anexados na parte posterior da maxila, com cerdas longas e finas em filas 
paralelas no terceiro artículo do palpo (Figura 1a); labro expandido, quase tão largo quanto a 
cápsula cefálica; clípeo com proeminentes áreas anterolaterais (Figura 1b); mandíbulas com 
forma retangular, muitas vezes com ângulo anterolateral agudo (Figura 1c) e superlíngua larga 











Figura 1. Peças bucais de representantes do complexo Hermanella a. Maxila. b. Cápsula cefálica. c. Mandíbula. d. Hipofaringe (Modificado 
de Lima et al., 2012). 
 
Oito gêneros são reconhecidos atualmente no complexo (Tabela 1): 
• Hermanella Needham & Murphy, 1924, descrito originalmente a partir de 
ninfas da Argentina, atualmente composto por nove espécies, He. amere Nascimento & 
Salles, 2013, He. costalis Navás, 1934, He. froehlichi Ferreira & Domínguez, 1992, He. 
grandis Domínguez & Flowers, 1989, He. guttata Domínguez & Flowers, 1989, He. 
maculipennis Ulmer, 1920, He. mazama Lima et al., 2012, He. nigra Nascimento & Salles, 
2013 e a espécie tipo He. thelma Needham & Murphy, 1924; 
• Traverella Edmunds, 1948, o gênero mais diverso do complexo que 
atualmente conta com 12 espécies distribuídas desde Argentina até o Canadá: T. 
albertanus  (McDunnough, 1931), T. bradleyi (Needham & Murphy, 1924), T (zonda). 
calingastensis (Domínguez, 1995), T. castanea (Kilgore & Allen, 1973), T. 
holzenthali  (Lugo-Ortiz & McCafferty, 1996), T. insolita (Nascimento & Salles, 2013), T. 
lewisi (Allen,1973), T. longifrons (Lugo-Ortiz & McCafferty, 1996), T. montium (Ulmer, 
1943), T. presidianus (Traver, 1934), T. promifrons (Lugo-Ortiz & McCafferty, 1996) e T. 






• Leentvaaria Demoulin, 1966, gênero mono-específico conhecido apenas a 
partir da ninfa de L. palpalis da Guiana Francesa, Suriname e Brasil;  
• Hylister Domínguez & Flowers, 1989, originalmente estabelecida para uma 
única espécie Hy. plaumanni do Sudeste do Brasil, atualmente conta com mais duas espécies 
Hy. chimaera para o Peru (Kluge, 2007) e Hy. obliquus para o Brasil (Nascimento & Salles, 
2013);  
• Needhamella Domínguez & Flowers, 1989, criado para acomodar a espécie 
Needhamella ehrhardti (Ulmer, 1920), encontrada no sul do Brasil, norte da Argentina e 
Uruguai; 
• Paramaka Savage & Domínguez, 1992, gênero estabelecido a partir da espécie 
Thraulus convexus Spieth, 1943, do Suriname e rebatizado como P. convexa. A ninfa foi 
descrita por Blanco-Belmonte et al. (2003) com material da Venezuela, Suriname e Guiana 
Francesa, também ocorre no Brasil (Savage & Domínguez, 1992). Recentemente foram 
descritas mais três espécies: P. antoonii Satori, 2005, para a Guiana, P. pearljam Mariano, 
2011, para o Brasil e P. incognita Domínguez et al., 2014, para a Venezuela. 
• Hydrosmilodon Flowers & Domínguez, 1992, erigido para incluir duas 
espécies, Hd. primanus Eaton, 1892 (espécie tipo) da América Central e Hd. saltensis Flowers 
& Domínguez, 1992 da Argentina. Mais três novas espécies foram descritas recentemente, 
Hd. gilliesae e Hd. mikei para a Guiana Francesa  (Thomas et al., 2004) e Hd. plagatus para o 
Brasil (Lima et al., 2012).  
• Hydromastodon Polegatto & Batista, 2007, descrito a partir da espécie 
Hydrosmilodon mikei Thomas et al., 2004 que foi transferida para Hydromastodon como 







Tabela 1.  Lista de espécies  do complexo Hermanella  e a respectiva  distribuição geográf ica.  (ARG: Argentina, 
BRA: Brasi l,  CAN: Canada, COL: Colômbia,  CR: Costa Rica,  EUA: Estados Unidos da América,  GUA: Guatemala,  
GUF: Guiana Francesa,  GUY: Guiana,  HON: Honduras,  MEX: México,  NIC: Nicarágua,  PAR: Paraguai ,  PER: 
Peru,  SUR: Suriname, URU: Uruguai ,  VEN: Venezuela).  
Espécie DISTRIBUIÇÃO 
Hermanella 
amere Nascimento & Salles 2013  [Hermanella] BRA 
costalis Navas 1934 [Thraulus] BRA 
froehlichi Fereira & Dominguez 1992 [Hermanella (Guayakia)] BRA 
grandis Dominguez & Flowers 1989 [Hermanella (Guayakia)] Flowers 1989 [ (Guayakia)]   BRA, ARG  
guttata Dominguez & Flowers 1989 [Hermanella (Hermanella)] BRA, ARG, PAR, URU 
maculipennis (Ulmer 1920) [Thraulus] — espécie tipo Guayakia   BRA, ARG 
mazama (Nascimento & Mariano & Salles (em Lima & Nascimento & Mariano & Pinheiro & Salles) 2012) [Needhamella] BRA 
nigra Nascimento & Salles 2013 [Hermanella] BRA 
thelma Needham & Murphy 1924 [Hermanella] — espécie tipo  ARG 
Hydromastodon 
mikei (Thomas & Boutonnet (em Thomas & Boutonnet & Peru & Horeau) 2004) [Hydrosmilodon] — espécie tipo   GUF 
sallesi Polegatto & Batista 2007 [Hydromastodon]  BRA 
Hydrosmilodon 
gilliesae Thomas & Peru (em Thomas & Boutonnet & Peru & Horeau) 2004 [Hydrosmilodon]  GUF 
plagatus Lima & Nascimento & Salles (em Lima & Nascimento & Mariano & Pinheiro & Salles) 2012   [Hydrosmilodon] BRA 
primanus (Eaton 1892) [Thraulus]  — espécie tipo  MEX, PAN, COL 
saltensis Flowers & Dominguez 1992 [Hydrosmilodon]  ARG 
Hylister 
chimaera (Kluge 2008) [Hermanella] PER 
plaumanni Dominguez & Flowers 1989 [Hylister] — espécie tipo  BRA 
obliquus Nascimento & Salles 2013  [Hylister] BRA 
Leentvaaria palpalis Demoulin 1966 [Leentvaaria] — espécie tipo  BRA, SUR 
Needhamella   ehrhardti (Ulmer 1920) [Thraulus] — espécie tipo  ARG, BRA, URU 
Paramaka 
antonii Sartori 2005 [Paramaka]  GUY 
convexa (Spieth 1943) [Thraulus] — espécie tipo  SUR, BRA, GUF, COL, VEN 
incognita Domínguez (em Domínguez & Grillet & Nieto & Molineri &  Guerrero) 2014 [Paramaka]  VEN 
pearljam Mariano 2011 [Paramaka]  BRA 
Traverella 
albertanus (McDunnough 1931) [Thraulus] — espécie tipo Traverella  EUA, CAN 
holzenthali Lugo-Ortiz & McCafferty 1996 [Traverella] CR 
insolita Nascimento & Salles 2013 [Traverella] BRA 
lewisi Allen 1973 [Traverella] EUA 
longifrons Lugo-Ortiz & McCafferty 1996 [Traverella] CR, PAN, HON, NIC 
presidianus (Traver 1934) [Thraulus] EUA 
promifrons Lugo-Ortiz & McCafferty 1996 [Traverella] HON, MEX, NIC, GUA 








Até o presente momento existem na literatura quatro hipóteses (Flowers & Domínguez 
(1991), Domínguez et al. (2001), Dominguez & Cuezzo (2002) e Sartori (2005)) sobre as 
relações filogenéticas do grupo, todas baseadas em caracteres morfológicos. Em 1991, 
Flowers & Domínguez propuseram a primeira filogenia do complexo Hermanella incluindo 
oito táxons conhecidos a partir de ninfas e adultos (Hermanella (Hermanella), Hermanella 
(Guayakia), Hylister, Needhamella, Traverella, “Traverella” primama, T. “Bradley” e T. 
“San Juan”). O cladograma (Figura 2a) mostra dois grupos monofiléticos distintos, Traverella 
s.l. e Hermanella s.l. + Hylister + Needhamella + T. primana. Porém, Traverella forma um 
grupo parafilético por causa de T. primana, que em 1992 foi transferida por Flowers & 
Domínguez para Hydrosmilodon. 
Embora Leentvaaria fosse reconhecido como parte do complexo por Flowers & 
Domínguez (1991), não foi incluído na filogenia porque os caracteres necessários não 
estavam disponíveis na época. No entanto, Domínguez et al. em 2001 acharam exemplares 
ninfas de Leentvaaria do Brasil, o que permitiu obter os caracteres necessários para propor a 
Leentvaaria como grupo irmão de Needhamella (Figura 2b). 
Domínguez & Cuezzo (2002) utilizaram pela primeira vez caracteres de ovos, 
juntamente com caracteres de ninfas e adultos para avaliar as relações filogenéticas do 
complexo. Eles incluíram os mesmos táxons que Domínguez et al. (2001), exceto 
Leentvaaria, e obtiveram as mesmas relações filogenéticas entre os clados  (Figura 2c). 
Por fim, Sartori (2005) realizou uma análise cladística incluindo Paramaka e gêneros 
afins, como Hydrosmilodon (quatro espécies), Needhamella ehrhardti e Leentvaaria palpalis, 
e sugeriu a parafilia de Hydrosmilodon, apresentando Hd. primanus (espécie tipo) e Hd. 
saltensis relacionadas com N. ehrhardti e as espécies descritas mais recentemente Hd. 
gilliesae e Hd. mikei mais relacionadas com L. palpalis (Figura 2d).  
Em suma, os trabalhos sugerem que Hylister e Hermanella são grupos irmãos 
(Flowers & Domínguez, 1991, Domínguez et al., 2001, Domínguez & Cuezzo, 2002, Sartori, 
2005) e que Needhamella e Leentvaaria estão relacionados (Domínguez et al., 2001); 
Hydrosmilodon aparece como um grupo parafilético com posição incerta dentro do complexo, 
sendo estreitamente relacionado com Leentvaaria segundo Domínguez et al. (2001) e Lopes 
(1999) ou com Needhamella segundo Sartori (2005); Hydromastodon parece ser próximo de 
Hydrosmilodon e Leentvaaria (Polegatto & Batista, 2007); e Paramaka aparece como um 






em nível de gênero de Needhamela (Domínguez & Flowers, 1989; Savage & Domínguez, 




Figura 2. Cladogramas obtidos do complexo Hermanella por (a) Flowers & Domínguez (1991) (b) Domínguez et al. (2001) (c) Domínguez 
& Cuezzo (2002) (d) Sartori (2005). 
 
 
Apesar de ser um grupo com caracteres distintivos e ter vários estudos que suportam a 
monofilia do grupo (Domínguez et al., 2001; Flores & Domínguez, 1991), ainda não estão 
bem esclarecidas as relações dentro do grupo, a classificação correcta de algumas espécies, 
como também não o status supra-específico de alguns táxons (Sartori, 2005; Kluge, 2007). As 
principais razões para esta situação são o fato de que alguns táxons são conhecidos 






recentemente descritas que apresentam caracteres intermediários dificultando a sua separação 
baseando-se apenas nos caracteres morfológicos (Nascimento & Salles, 2013). 
Kluge (2007) considerou, baseado-se em observações morfológicas e não em análises 
filogenéticos, que a instabilidade da classificação das espécies dentro do complexo 
Hermanella (ou Hermanellognatha sensu Kluge (2007)) pode ser resolvida considerando-o 
como um único gênero, que seria Hermanella, dividido em cinco subgêneros Hermanella, 
Needhamella, Leentvaaria, Traverella e Hylister, considerando como sinônimos juniores de 
Needhamella a Hydrosmilodon e Paramaka. 
O uso de ferramentas moleculares pode ajudar a esclarecer as relações entre os 
membros do complexo, a correta atribuição das espécies e até mesmo o status supra-
específico dos táxons. Em primeiro lugar, porque os dados moleculares facilitam a detecção 
de espécies crípticas, pois fornecem evidências diretas dos processos genéticos populacionais; 
segundo, fornecem um ponto de referência valioso para procurar quais caracteres 
morfológicos têm maior importância para delimitar cada linhagem, e assim facilitar a 
interpretação da variabilidade morfológica (Pereira-da-Conceicoa et al., 2012, Salles et al., 
2014); terceiro, facilitam a associação de estágios imaturos e adultos co-específicos (Gattolliat 
& Monaghan, 2010); e finalmente, como resolvem questões de relacionamento entre táxons, 
os marcadores moleculares podem fornecer informações sobre os processos históricos e 
geográficos que fundamentam a diversidade (Pereira-da-Conceicoa et al., 2012). 
Desde a década de 70, as alozimas, os marcadores microssatélites e as variações das 
sequências de DNA têm sido amplamente utilizadas para o estudo da taxonomia, ecologia e 
evolução dos efemerópteros (Monaghan & Sartori, 2009). Recentemente, o sequenciamento 
de DNA e as filogenias moleculares vêm auxiliado na compreensão da sistemática e dos 
mecanismos evolutivos envolvidos na diversificação de Ephemeroptera (Monaghan & Sartori, 
2009). 
O uso de dados genéticos na taxonomia de Ephemeroptera tem uma longa história, 
mas o fato de definir as unidades de interesse (e.g. espécies) de forma significativa e 
replicável continua sendo um desafio (Monaghan & Sartori, 2009). Em Ephemeroptera, 
diferentes técnicas vêm sendo utilizadas para este fim: como exemplos podem-se citar os 
trabalhos que buscam determinar valores limites de divergência entre as espécies usando 
DNA “barcoding”, o trabalho pioneiro de Ball et al. (2005) determinaram para 80 espécies de 
11 famílias de Ephemeroptera um valor de divergência média dentro das espécies de 1% e 






linhagens genéticas dentro do gênero Ephemerella (Ephemerellidae) e estimaram um valor 
entre as linhagens de 5.2% e dentro das linhagens de 1.3%. Recentemente Webb et al. (2012) 
obtiveram uma divergência intraespecífica média de 3.4% para os Leptophlebiidae da 
América do Norte.  
Outras técnicas que têm sido utilizadas com sucesso para definir as espécies do grupo 
é pela caracterização de bases (Zloty et al., 1993, Funk et al. 2008) e o uso de marcadores 
genéticos diagnósticos (Sites & Marshall, 2003), no entanto a aplicação destas técnicas 
requerem o reconhecimento inicial de um agrupamento de indivíduos como morfologia, 
ecologia ou geografia (DeSalle et al., 2005), dados que podem não estar disponíveis para 
todos os espécimes. Além disso, vários autores (e.g. Fontaneto et al., 2009; Jousselin et al., 
2009; Monaghan et al., 2009; Papadopoulou et al., 2009) têm utilizado a abordagem 
coalescente do modelo General Mixed Yule-Coalescent - GMYC (Pons et al., 2006, Fontaneto 
et al., 2007) para delimitarem espécies com base em dados de um único locus de DNA 
nuclear, morfologia ou co-especiação simbiótica como evidência independente do status 
específico (Gattolliat & Monaghan, 2010). Mais recentemente foi desenvolvido o modelo 
Poisson Tree Process – PTP (Zhang et al., 2013), ainda não testado para Ephemeroptera, que 
busca delimitar as espécies usando diretamente o número de substituições para determinar a 
taxa de especiação, sem precisar de uma filogenia ultramétrica de entrada (Zhang et al., 
2013). 
Frente ao exposto, a veemência para esclarecer a relação entre os membros do 
complexo Hermanella e a correta atribuição das espécies propomos neste estudo aplicar o 
DNA barcode para delimitar as espécies do complexo Hermanella e dados de multi-genes 








2. OBJETIVO GERAL 
 
Testar o potencial do DNA barcode na identificação das espécies do complexo 
Hermanella (Ephemeroptera: Leptophlebiidae) e determinar as relações filogenéticas dos taxa 
baseando-se em caracteres moleculares de DNA mitocondrial e nuclear. 
 
2.1. Objetivos específicos 
 
Aplicar o DNA barcode na delimitação de espécies dentro do complexo Hermanella 
atraves do valor  de divergência media intraespecífica e corroborar esta delimitação mediante 
o uso dos modelos Poisson Tree Process (PTP) e o General Mixed Yule-Coalescent (GMYC). 
 
Inferir os relacionamentos filogenéticos entre os taxa do complexo Hermanella através 







3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Obtenção e deposição do material 
 
Os exemplares foram provenientes de coletas de campo no Brasil e na Colômbia e 
empréstimos de várias instituições do Brasil. Nas coletas foram utilizadas peneiras e puçás 
com malhas de no máximo 1,0 mm de abertura para as ninfas e pensilvânia para os adultos, os 
espécimes foram fixados e conservados em etanol a 90%. As instituições onde foram obtidos 
os empréstimos foram: Laboratório de Entomologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 
Rio de Janeiro, RJ – DZRJ; Laboratório de Entomologia, Universidade Federal de 
Pernambuco e Laboratório de Genética Animal, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 
(INPA). Todos os espécimenes testemunhos encontram-se depositados na Coleção Zoológica 
Norte Capixaba (CZNC), Centro Universitário Norte do Espírito Santo (CEUNES/UFES). 
 
3.2  Análises taxonômicas 
 
Os espécimes pertencentes a 13 espécies do complexo Hermanella e três do complexo 
Homothraulus, estas ultimas usadas para testar a monofilia do complexo Hermanella, (Tabela 
2) foram identificados utilizando chaves taxonômicas e descrições originais segundo o caso 
de Domínguez & Flowers (1989), Flowers & Domínguez (1992), Savage & Domínguez 
(1992), Domínguez et al. (2001), Thomas et al. (2004), Sartori (2005), Polegatto & Batista 
(2007), Lima et al. (2012), Nascimento & Salles (2013) e Domínguez et al. (2014). 
Para a observação de determinadas estruturas, como peças bucais e pernas das ninfas e 
genitálias dos adultos, foram montadas lâminas permanentes utilizando Euparal® MTNG 
Medium (eucaliptol e resina de aldeído). 
 
Tabela 2 .  Lista de espécies usadas no estudo.  
complexo Hermanella complexo Homothraulus 
Hermanella amere Hydrosmilodon primanus Needhamella ehrhardti Farrodes carioca 
Hydromastodon sallesi Hylister obliquus Needhamella sp. nov Simothraulopsis plesius 
Hydrosmilodon gilliesae Hylister plaumanni Paramaka convexa Simothraulopsis sp. nov 
Hydrosmilodon plagatus Leentvaaria palpalis Paramaka sp. nov   







3.3 Obtenção dos dados moleculares 
 
A extração de DNA foi feita usando o indivíduo completo ou somente as pernas. A 
técnica de extração foi realizada com o Wizard® SV Genomic DNA Purification System Kit 
(Promega®), seguindo o protocolo da própria marca. O DNA extraído encontra-se estocado a 
-20°C. 
Foram testados para amplificar por PCR (Polymerase Chain Reaction) 16 pares de 
primers para quatro genes mitocondriais e sete genes nucleares (Tabela 3), destes foi possível 
amplificar dois genes mitocondriais: Citocromo Oxidase I (COI) e Citocromo Oxidase II 
(COII); e dois genes nucleares Histona 3 (HEX) e 28S região D1. Os primers utilizados para 
as reações de PCR como para o sequenciamento foram os seguintes: COI foi amplificado 
usando LCO (Folmer et al., 1994), C1-J-1718 (Simon et al., 1994) e HCO (Folmer et al., 
1994); COII foi amplificado usando TL2-J-3037 e C2-N-3661 (Takiya et al., 2006); HEX foi 
amplificado usando HexAF e HexAR (Ogden & Whiting, 2005); e 28S foi amplificado 
usando D1+ e D1- (Kjer et al., 2001). Todas as reações de PCR foram realizadas em um 
volume final de 25µl, contendo 2,5µl de solução tampão, 2,5µl de MgCl2, 1,0µl de DNTp, 
0,5µl de cada primer, 0,15µl de Taq e 1,0µl de DNA.  
Foram usados os seguintes perfis de termociclagem, COI: Desnaturação inicial de 
94ºC por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 45s, anelamento do primer a 
48ºC por 45s, elongação a 72ºC por 45s, seguido de uma extensão final de 72ºC por 5 min; 
COII: Desnaturação inicial de 94ºC por 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC 
por 1 min, anelamento do primer a 52ºC por 1 min, elongação a 72ºC por 2 min, seguido de 
uma extensão final de 72ºC por 7 min; HEX: Desnaturação inicial de 95ºC por 12 min, 
seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1min, anelamento do primer a 56ºC por 1 
min, elongação a 72ºC por 1 min, seguido de uma extensão final de 72ºC por 10 min e; 28S: 
Desnaturação inicial de 94ºC por 3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 
1min, anelamento do primer a 50ºC por 1 min, elongação a 72ºC por 1 min, seguido de uma 
extensão final de 72ºC por 7 min. 
Os produtos da PCR foram visualizados em géis de 1% de agarose, purificados 
utilizando ExoSAP-IT® for PCR Product Cleanup (Invitrogen) e enviados para sequenciar 









Tabela 3 .  Dados dos primers mitocondriais e nucleares testados no estudo.  
GENE NOME ORIGINAL DIREÇÃO SEQUÊNCIA (5' - 3') REFERÊNCIA 
MITOCONDRIAL         
Citocromo Oxidase I (COI) 
LCO-1490 Forward GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. 1994 
C1-J-1718 Forward GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC Simon et al. 1994 
HCO-2198 Reverse TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. 1994 
Citocromo Oxidase II (COII) 
TL2-J-3037 Forward TAGTATGGCAGATTAGTGCAATGAA Takiya et al. 2006 
C2-N-3661 Reverse CCRCAAATTTCWGARCATTGACCA Takiya et al. 2006 
16S 
LR-J-12887 Forward CCGGTYTGAACTCARATCA Takiya et al. 2006 
LR-N-13398 Reverse CRMCTGTTTAWCAAAAACAT Takiya et al. 2006 
Citocromo b (CytB) 
CB1 Forward TATGTACTACCATGAGGACAAATATC Simon et al. 1994 
CB2 Reverse ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT Simon et al. 1994 
NUCLEAR         
28S 
Fragment I: D2-D3 Forward AGTCGKGTTGCTTGAKAGTGCAG Dietrich et al. 2001 
Fragment I: D2-D3 Reverse TTCAATTTCATTKCGCCTT Dietrich et al. 2001 
D1 Forward GGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATT Kjer et al 2001 
D1 Reverse CAACTTTCCCTTACGGTACT Kjer et al 2001 
Histona 3 (HEX) 
HexAF Forward ATGGCTCGTACCAAGCAGACGGC Ogden & Whiting 2003 
HexAR Reverse ATATCCTTGGGCATGATGGTGAC Ogden & Whiting 2003 
Fator de Alongamento 1 alfa  
CHO10 Reverse ACRGCVACKGTYTGHCKCATGTC Danforth & Ji 1998 
FOR 3 Forward GGNGACAAYGTTGGYTTCAACG Danforth & Ji 1998 
carbamoil-fosfato sintetase 2 (CAD) 
743nF-ino Forward GGIGTIACIACIGCITGYTTYGARCC Johanson & Malm 2010 
1028r-ino Reverse TTRTTIGGIARYTGICCICCCAT Johanson & Malm 2010 
midF Forward KGGATTYTCNGAYAAACAAATNGC  Wahlberg and Wheat (2008)  
midR Reverse CATTCWGCKGCWACTGTATC  Wahlberg and Wheat (2008)  
modified from 581F2 Forward GGWGGICAAACWGCWYTMAACTGTGG Moulton & Wiegmann (2004) 
modified from 680R Reverse CATCICKAACYACYTCRTAYTCYAC Moulton & Wiegmann (2004) 
Wingless 
wgFlv2 Forward CTDCCATTATTCCGTGTAGTTGG Vuataz et al. 2013 
wgRlv498 Reverse GTACATTCACATCTTTCTCTTAC Vuataz et al. 2013 
LepWG1 Forward GARTGYAARTGYCAYGGYATGTCTGG Brower & De Salle 1998 
LepWG2a Reverse ACTICGCARCACCARTGGAATGTRCA Brower & De Salle 1998 
RNA polimerase II 
polfor2 Forward TGGGAYGSYAAAATGCCKCAACC Danforth et al. 2006 
polrev2 Reverse TTYACAGCAGTATCRATRAGACCTTC Danforth et al. 2006 
Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) 
pepFb12 Forward GGAACTTCAAACAGCACCAAT Vuataz et al. 2011 








3.4 Análises do DNA barcode para o reconhecimento de espécies 
  
Foram realizadas análises para o reconhecimento das espécies através do cálculo da 
divergência genética, do modelo GMYC (General Mixed Yule-Coalescent) e do modelo PTP 
(Poisson Tree Processes).O primeiro, é uma medida da diferença genética entre diferentes 
espécies ou indivíduos. O segundo identifica os pontos de transição entre as taxas de 
ramificação inter e intraespecíficas em uma árvore ultramétrica a partir da pontuação máxima 
de verossimilhança (Monaghan et al., 2009). O ultimo, modela a taxa de especiação usando 
diretamente o número de substituições sem precisar de uma árvore ultramétrica (Zang et al., 
2013). Todas as análises foram baseadas no gene COI (DNA barcode) eliminando os 
haplótipos duplicados.  
Para determinar o valor limite de divergência genética intra e interespecífica para o 
grupo de estudo, foram calculadas a diversidade intraespecífica e interespecífica das espécies 
com mais de um representante utilizando o modelo evolutivo Kimura-2-Parâmetros (K2P) no 
MEGA v6.06 (Tamura et al., 2007) que fornece a melhor métrica quando as distâncias 
genéticas são baixas, segundo Nei & Kumar (2000). A diversidade intraespecífica foi obtida 
pela média aritmética das distâncias aos pares entre os haplótipos de cada espécie. Dessa 
forma, as divergências interespecíficas foram obtidas pelo cálculo da média aritmética dos 
valores de distância de todos os possíveis pares de grupos. A partir dos valores das distâncias, 
foi elaborado o gráfico de distribuição das variações intra e interespecíficas no programa 
SPSS Statistics v. 22.0 para visualizar os resultados de todos os conjuntos de dados. 
Para delimitar as espécies utilizando o modelo PTP, foi conduzida uma análise de 
máxima verossimilhança (MV) no programa GARLI v2.0 (Zwickl, 2006), aplicando o melhor 
modelo evolutivo obtido do teste de Akaike Information Content (AIC) implementado no 
JModeltest v2.1.6 (Posada, 2008), e conduzido 50 mil gerações em 32 réplicas, sendo salva a 
melhor árvore a cada 100 árvores obtidas. A árvore de máxima verossimilhança foi 
implementada no servidor PTP: A Bayesian Implementation of the PTP Model for Species 
Delimitation (Zhang et al., 2013) para modelar os eventos de “especiação” em termos de 
número de substituições. 
E por último, para realizar a análises do modelo GMYC, foi obtida uma árvore 
ultramétrica estimando o comprimento dos ramos com modelo evolutivo mais apropriado para 
os dados, com prior=coalescent (Constant size), e o relógio molecular relaxado log-normal 






mitocondriais em insetos fixada em 3.54% por milhões de anos (Papadopoulou, 2010) sob o 
método Unweighted Pair Group with Arithmetic Mean (UPGMA), implementando no 
BEAST v1.8.1 (Drummond & Rambaut, 2007, consulte Monaghan et al., 2009 para detalhes 
da análise), a análise correu por 30 M gerações. O arquivo de saída de Markov Chain Monte 
Carlo (MCMC) foi analisado usando o TreeAnnotater v1.8.1 e foram mantidas todas as 
árvores após o burn-in de 3 M gerações. O modelo foi otimizado para a árvore resultante, 
utilizando a ferramenta GMYC (disponível como parte do pacote de 'splits' no http://r-forge.r-
project.org/projects/splits/) no ambiente estatístico R v.3.1.2 (R Development Core Team, 
2011), usando uma análise com single-threshold (Pons et al., 2006, Fontaneto et al., 2007) 
aplicando as funções da biblioteca APE (Paradis et al., 2004). 
 
3.5 Análises filogenéticas  
 
As sequências foram inicialmente alinhadas usando o algoritmo ClustalW, no 
programa Geneious R8, utilizando o parâmetro padrão e depois manipulados manualmente. 
Cada gene foi testado para a saturação de substituições utilizando gráficos de 
transições e transversões contra distância F84 no DAMBE5 (Xia, 2013). As análises foram 
conduzidas utilizando Máxima Verossimilhança (MV) e Inferência Bayesiana (IB) para cada 
conjunto de dados de forma independente e concatenada. Para o enraizamento foram usadas 
sequências de Massartela brieni (Ephemeroptera: Leptophlebiidae) e Elassoneuria sp 
(Ephemeroptera: Oligoneuriidae). Cada conjunto de dados foi testado para determinar o 
modelo evolutivo mais apropriado utilizando o teste de Akaike Information Content (AIC) 
implementado no JModeltest v2.1.6 (Posada, 2008). 
As análises de máxima verossimilhança (MV) foram conduzidas com o programa 
GARLI v2.0 (Zwickl, 2006), aplicando o modelo evolutivo mais apropriado para cada gene 
nas matrizes independentes e para cada partição no caso da matriz concatenada. Cinquenta 
mil gerações foram conduzidas em 32 réplicas, sendo a melhor árvore salva a cada 100 
árvores obtidas. O suporte para os nós foi estimado através de análise de bootstrap não 
paramétrico (Felsenstein, 1985) que foi executado com buscas de 1000 réplicas com adição 
simples das sequências. 
A análise de Inferência Bayesiana (IB) foi realizada usando o software MrBayes 






cada gene nas matrizes independentes e para cada partição no caso da matriz concatenada. O 
algoritmo MCMCMC (Metropolis Coupled Markov Chain Monte Carlo) foi utilizado para 
estimar a probabilidade posterior dos clados. Os dados foram analisados em duas corridas 
simultâneas (Nruns=2) por dez milhões de gerações (Ngen=10000000). Para cada geração, 
quatro cadeias foram executadas (Nchains=4), sendo que 25% das árvores geradas pela 
primeira cadeia fria foram ignoradas (burn-in=0.25). A frequência de amostragem da cadeia 
fria foi ajustada para 1000 ciclos, com os filogramas sendo salvos a cada 1000 gerações. As 
árvores obtidas nas análises de inferência bayesiana e máxima verossimilhança foram 











De um total de 349 espécimes com produto de extração de DNA (incluindo grupo 
externo) foram amplificados e sequenciados com sucesso 95 espécimes para COI, 92 para 
COII, 83 para HEX e 88 para 28S (ANEXO 1). Os dados moleculares concatenados 
consistiram de 103 espécimes e 1688 nucleotídeos (COI = 483 pb; COII = 552 pb; HEX = 
342 pb; 28S = 311 bp) incluindo grupos externos (ANEXO 2). Algumas amostras foram 
amplificadas com sucesso para determinados genes e não para outros, portanto estão ausentes 
em certas análises dos genes.  
A composição das bases apresentou um viés para A+T nos genes mitocondriais (COI 
= 64%, COII = 69.5% ), e para C+G nos genes nucleares (HEX = 67.2%, 28S = 60.3%), como 
o encontrado por Sekine et al. (2013) para Ephemeroptera. Os gráficos de transições e 
transversões versus a distância F84, não mostraram sinais de substituição saturada dentro dos 
quatro conjuntos de dados (Figura 3).  
Os critérios do programa AIC determinaram o modelo GTR+I+G como o mais 
indicado para os dados dos genes COI, COII e HEX e o modelo HKY+I+G para o gene 28S 
(Tabela 4). O modelo GTR+I+G (GTR=General Time Reversible model; Rodríguez et al., 
1990; Yang et al., 1996; I = proporção de sítios invariáveis; G (parâmetro gamma) = 
heterogeneidade de taxa de substituição entre as posições) considera o máximo de 
variabilidade existente no conjunto de dados, ou seja, a frequência de todas as bases é 
diferente, bem como todos os seis pares de substituição nucleotídica (A-C≠A-G≠A-T≠C-
G≠C-T≠G-T). Já o modelo HKY+I+G (Hasegawa, Kishino & Yano, 1985) considera que a 
frequência de todas as bases é desigual (πA≠πC≠πG≠πT) e que as transições e transversões 







Tabela 4.  Resultado do teste AIC para os dados das sequências de Citocromo Oxidase I (COI),  Citocromo Oxidase 
II (COII) ,  Histona 3 (HEX) e 28S. 
  COI COII HEX 28S 
Modelo GTR+I+G GTR+I+G GTR+I+G HKY+I+G 
 -lnL 4998,7287 5781,8858 1294,5103 744,0315 
K 198 192 174 180 
FreqA 0,3392 0,3865 0,1942 0,2214 
FreqC 0,149 0,1254 0,3783 0,2545 
FreqG 0,1008 0,0721 0,2974 0,3386 
FreqT 0,4109 0,4159 0,1302 0,1854 
Ra[AC] 0,6051 2,2287 0,1542  
Ra[AG] 22,5018 12,9265 1,3197  
Ra[AT] 1,9252 0,6923 0,6174  
Ra[CG] 1,787 4,2465 0,6425  
Ra[CT] 11,6807 19,8138 3,9492  
Ra[GT] 1 1 1  
Kappa    
6,6527 
(ti/tv=3,2988) 
p-inv 0,561 0,445 0,539 0,429 














Figura 3. Gráficos indicando as taxas de transições (preto) e transversões (cinza) versus distância F84 para cada grupo de sequências de 







4.1 DNA barcode para o reconhecimento das espécies do complexo Hermanella 
 
Foram encontrados 60 haplótipos diferentes dentro das 95 sequências de COI obtidas 
(83 do complexo Hermanella e 12 do complexo Homothraulus) sendo que o 26% dos 
haplotipos são representados por mais de dois indivíduos (Tabela 5).  
 
Tabela 5.  Lista de haplótipos presentes nas sequências do gene Citocromo Oxidase I (COI) .  
táxon haplótipo # sequências código do voucher 
Hermanella amere 
1 1 Ep-6074b 
2 1 Ep-6074c 
3 1 Ep-6074d 
4 3 Ep-6074a, 6074e, 6074f 
Hydromastodon sallesi 
5 1 Ep-5607e 
6 1 Ep-5607h 
7 1 Ep-5607k 
8 1 Ep-5607n 
9 2 Ep-5607i, 5607l 
Hydrosmilodon gilliesae 
10 1 Ep-4015a 
11 2 Ep-4014a, 4014b 
12 2 Ep-6100a, 6100c 
Hydrosmilodon plagatus 
13 1 Ep-5759b 
14 3 Ep-5754b, 5759c, 5862i 
Hydrosmilodon primanus 
15 1 Ep-6357c 
16 1 Ep-6357m 
17 3 Ep-6357d, 6357f, 6357j 
Hylister obliquus 
18 1 Ep-4324a 
19 1 Ep-5614d 
20 1 Ep-5752a 
21 1 Ep-5873b 
22 10 Ep-4319a, 5614a, 5616b, 5758c, 5868c, 5873c, 5873e, 5873g, 5873h, 5873j 
Hylister plaumanni 
23 1 Ep-4307a 
24 3 Ep-4270a, 4270c, 4270d 
Leentvaaria palpalis 
25 1 Ep-1459b 
26 1 Ep-5760c 
27 1 Ep-5761a 
28 1 Ep-6085a 
29 1 Ep-6085b 
30 1 Ep-6086a 
31 2 Ep-6093c, 6117b 
Needhamella ehrhardti 
32 1 Ep-6098c 
33 1 Ep-6098d 
34 1 Ep-6098e 
35 1 Ep-6103b 
Needhamella sp nov 
36 1 Ep-6066a 
37 1 Ep-6066b 
Paramaka convexa 
38 1 Ep-5745a 
39 1 Ep-5747c 
40 1 Ep-5748a 
41 1 Ep-5749a 
42 1 Ep-6070b 
43 1 Ep-6070c 
44 1 Ep-6070e 
45 1 Ep-6071i 
46 1 Ep-6099a 
47 2 Ep-6070g, 6070h 
48 4 Ep-5746c, 5910c, 6071j, 6072a 
Paramaka sp nov 49 1 Ep-5910d 
Traverella insolita 
50 1 Ep-5866a 
51 1 Ep-5881c 
52 2 Ep-5871c, 5881g 
53 5 Ep-4017a, 5756a, 5756b, 5871a, 5881b 
Farrodes carioca 
54 1 Ep-3688d 
55 2 Ep-3688b, 3688c 
Simothraulopsis plesius 
56 1 Ep-4344a 
57 2 Ep-4340a, 4342a 
58 2 Ep-4344b, 5744b 
Simothraulopsis sp nov 
59 1 Ep-6082b 







Foi encontrada uma divergência média intraespecífica de 4.9% e interespecífica de 
20.9%. A distribuição de divergências intra e interespecíficas estão mostrando uma 
sobreposição da ordem de 4.8% (Figura 4a), cuja sobreposição pode ser atribuída ao valores 
de divergência intraespecífica de Hy. plaumanni, L. palpalis, Needhamella sp. nov e P. 
convexa (media = 9.9%, 6.78%, 8.7% e 6.35% respectivamente) (Figura 5). Ou seja, não 
existe uma lacuna entre os valores da divergência intra e interespecífica como o esperado uma 
vez que o DNA barcode baseia-se no fato de que a divergência nas sequências entre 
indivíduos da mesma espécie são comumente menores do que entre espécies próximas 
(Hebert et al., 2003).  
Na tentativa de diminuir a sobreposição na distribuição de divergências intra e 
interespecíficas, foram recalculadas as distâncias intra e interespecíficas como se fossem 
espécies diferentes as populações de Hy. plaumanni haplótipo 23,  Hy. plaumanni haplótipo 
24, L. palpalis do Espírito Santo (ES),  L. palpalis do Rondônia (RO), L. palpalis do Roraima 
(RR), Needhamella sp. nov do Goiás (GO), Needhamella sp. nov do Pernambuco (PE), P. 
convexa do AP, P. convexa do RO e P. convexa  do Bahia (BA). Assim, foi obtido um valor 
médio da divergência intraespecífica de 2% e interespecífica foi de 20.5%, com uma evidente 
diminuição na sobreposição da distribuição de divergências (Figura 4b) suportando o fato de 
determinar como espécies diferentes as populações de Hy. plaumanni haplótipo 23,  Hy. 
plaumanni haplótipo 24, L. palpalis do Espírito Santo (ES),  L. palpalis do Rondônia (RO), L. 
palpalis do Roraima (RR), Needhamella sp. nov. do Goiás (GO), Needhamella sp. nov do 
Pernambuco (PE), P. convexa do AP, P. convexa do RO e P. convexa  do Bahia (BA). O 
resultado obtido neste estudo o valor médio intraespecífico de 2% assemelha-se com aqueles 
obtidos por Ball et al. (2005), Alexander et al. (2009) e Webb et al. (2012) para 
Ephemeroptera, embora eles tenham trabalhado com um número maior de espécies e em 






































Figura 4. Distribuição dos valores das distâncias (K2P) intra e interespecíficas das sequências do Citocromo Oxidase I (COI) para o 
complexo Hermanella. (a) Considerando as espécies nomeadas (b) Considerando como espécies diferentes as populações de Hy. plaumanni, 






Os modelos GMYC e PTP de delimitação de espécies foram aplicados para determinar 
a robustez dos resultados obtidos mediante as análises de divergências genéticas. Das 13 
espécies inicialmente identificadas para o complexo Hermanella (Tabela 2), o modelo PTP 
determinou a existência de 27 espécies filogenéticas enquanto o GMYC mostrou-se mais 
conservador determinando 24 espécies. Os dois modelos mantiveram como espécies 
filogenéticas válidas Hd. plagatus, Hm. sallesi, Hy. obliquus, Needhamella ehrhardti,  T. 
insolita, F. carioca, S. plesius e Simothraulopsis sp. nov, enquanto Hd. primanus e Hd. 
gilliesae foram válidas somente para o modelo GMYC. Por outro lado, nenhum dos dois 
modelos consideram como espécies filogenéticas válidas Hy. plaumanni, L. palpalis, 
Needhamella sp. nov e P. convexa (Figura 5). 
Sustentando os resultados obtidos na divergência genética, os dois modelos separaram 
como espécies filogenéticas distintas a Hy. plaumanni haplótipo 23,  Hy. plaumanni 24, 
Needhamella sp. nov. do Goiás (GO) e Needhamella sp. nov do Pernambuco (PE). No caso de 
L. palpalis o modelo PTP separou como espécies filogenéticas L. palpalis do Espírito Santo 
(ES), L. palpalis do Rondônia (RO) e L. palpalis do Roraima (RR) do mesmo modo que o 
obtido pelas divergências genéticas, entretanto o modelo GMYC agrupa em uma única 
espécie a L. palpalis do ES e de RO. Todavia, os resultados obtidos pelos dois modelos para 
P. convexa não  coincidem com os resultados da divergência genética porque apesar de 
recuperar como espécie filogenética a população da BA, o modelo PTP separa como duas 
espécies a população de RO enquanto o modelo GMYC como duas espécies a população do 








Figura 5. Filograma de Máxima Verossimilhança do gene Citocromo Oxidase I apresentando a delimitação das espécies. Os valores nos 
ramos são as porcentagem de divergência (K2P). Às colunas na direita de cada filograma representam as espécies delimitadas por PTP 
(Modelo Poisson Tree Processes) e GMYC (Modelo General Mixed Yule-Coalescent), o número baixo cada coluna representa o numero de 







4.2 Posição filogenética dos taxa supraespecíficos dentro do complexo Hermanella 
 
Uma vez delimitadas as espécies filogenéticas para o complexo Hermanella, foram 
realizadas as análises filogenéticas usando os critérios de MV e de IB, utilizando os genes 
mitocondriais COI e COII e os nucleares HEX e 28s de forma separada e concatenada.  
As análises de MV e IB para o gene COI e COII separadamente (Figura 6 e 7) 
resultaram em topologias que não fornecem suporte nas relações filogenéticas profundas. 
Enquanto as sequências dos genes HEX  e 28S (Figura 6 e 7) mostraram topologias não 
resolvidas. As análises de relacionamento de MV e IB inferidas através dos dados 
concatenados (COI+COII+HEX+28S) apresentaram-se melhor resolvidas e suportadas 
(Figura 8) do que as obtidas através de cada partição separadamente e recuperaram o 
complexo Hermanella como um grupo monofilético, sendo Hm. sallesi e Hd. plagatus  
seguida por T. insolita grupos irmãos das demais espécies do complexo (Figura 9). As 
espécies restantes formaram três clados definidos: o primeiro constituído por Paramaka sp. 
nov., P. convexa e N. ehrhardti; o segundo contem L. palpalis grupo irmão de Hd. primanus e 
Hd. gilliesae; e por fim  He. amere grupo irmão de  Needhamella sp. nov., Hy. obliquus e Hy. 
plaumanni. Pode-se observar na recuperação das hipóteses obtidas que os gêneros 
Hydrosmilodon e Needhamella não formaram grupos monofiléticos (Figura 8 e 9), a mesma 
hipótese de parafilia foi observada para “Simothraulopsis” sp. nov e S. plesius do complexo 







Figura 6. Filogramas de Máxima Verossimilhança (MV). Filogramas de cada grupo de dados correspondente a cada gene independente: (a) Citocromo Oxidase I (b) Citocromo Oxidase II (c) Histona 3 (d) 28S. O suporte de 






Figura 7. Filogramas de Inferência Bayesiana (IB). Filogramas de cada grupo de dados correspondente a cada gene independente: (a) Citocromo Oxidase I (b) Citocromo Oxidase II (c) Histona 3 (d) 28S. O suporte da 






Figura 8. Filograma combinado dos análises de Máxima Verossimilhança (MV) e Inferência Bayesiana (IB) para os dados 
concatenados (COI+COII+HEX+28S). Suporte dos ramos mostrado acima os valores de bootstrap e embaixo a probabilidade 
posterior. Espécies do complexo Hermanella (traço preto), espécies do complexo Homothraulus (traço cinza). Nome dos clados: 
#voucher_nome da espécie_estádio (N: ninfa, A: adulto)_localidade (AP: Amapá, BA: Bahia, COL: Colômbia, ES: Espírito Santo, GO: 






Figura 9. Esquema do filograma combinado dos análises de Máxima Verossimilhança (MV) e Inferência Bayesiana (IB) para os 









5.1 DNA barcode para o reconhecimento das espécies do complexo Hermanella 
 
Em geral as análises realizadas para delimitar as espécies do complexo 
Hermanella indicaram que das 13 espécies iniciais, sete foram validadas como espécies 
filogenéticas: Hd. plagatus, Hd. primanus, Hd. gilliesae, Hm. sallesi, Hy. obliquus, 
Needhamella ehrhardti e T. insolita. Também coincidem em que as seguintes populações 
são espécies filogenéticas diferentes: Hy. plaumanni haplótipo 23, Hy. plaumanni 
haplótipo 24, L. palpalis ES, L. palpalis RO, L. palpalis RR, Needhamella sp. nov GO, 
Needhamella sp. nov PE, P. convexa AP, P. convexa BA, P. convexa RO e P. convexa 
RR (Figura 5) 
Existem três cenários possíveis que poderiam explicar estes resultados:  
(1) estamos frente a espécies que podem constituir complexos de espécies 
crípticas, consideradas morfologicamente idênticas, mas que não intercruzam e diferem 
em outras características como por exemplo na variação genética (Futuyma, 2005). A 
aparição de espécies crípticas tem sido várias vezes reportada para Ephemeroptera, 
particularmente na família Baetidae. Williams et al. (2006), por exemplo, reportaram pela 
primeira vez a presença de grupos de haplótipos divergentes em Baetis rhodani e muitos 
estudos recentes também detectaram espécies crípticas em Baetis usando marcadores 
moleculares (Savolainen et al., 2007; Stahls & Savolainen, 2008; Lucentini et al., 2011; 
Pereira-da-Conceicoa et al., 2012; Sroka, 2012);  
(2) estamos frente a uma amostragem incompleta que impede visualizar o 
contínuo da divergência genética ao longo da distribuição geográfica da população, aonde 
o fluxo gênico tende a diminuir as diferenças genéticas entre as populações vizinhas e a 
aumentar entre as populações distantes (Stepping-stone unidimensional model) (Kimura 
& Weiss’s, 1964). Semelhante ao ocorrido com Acanthophlebia cruentata Hudson, 1904 
(Leptophlebiidae) na Nova Zelândia (Smith et al., 2006), para Ephemeroptera e 
Amphipoda em rios e reservatórios do sul da Califórnia (América do Norte) (Zickovich & 
Bohonak, 2007) e para espécies estreitamente relacionadas do gênero Arrenurus de 
ácaros de água (Bohonak et al., 2004), entre outros ou; 
(3) estamos frente a populações formadas por espécies incipientes que apresentam 






restringi-lo totalmente (Stump et al., 2005), como foi evidenciado para insetos em 
borboletas do gênero Heliconius (Arias et al., 2008), em espécies irmãs de Equinodermos 
do Japão (Norimasa & Toshihiko, 1991) e em peixes espinhosos do Lago Eón da 
Colúmbia Britânica (McPhail, 1984), entre outros.  
Para elucidar qual destes três cenários seria o mais provável seria necessário 
realizar amostragens com menor espaçamento geográfico e revisões morfológicas 
detalhadas das espécies do complexo Hermanella, além de realizar estudos ecológicos, 
biogeográficos e comportamentais que permitam conhecer melhor a biologia do grupo. 
Por outro lado, um valor médio de 20.9% de divergência interespecífica (entre 
espécies congéneres) é consistente com os valores encontrados por Ball et al. (2005) de 
18,1% e por Webb et al. (2012) de 13,9% para espécies congéneres de varias famílias de 
Ephemeroptera de América do Norte e do Canadá, corroborando que estamos diante de 
espécies de diferentes gêneros dentro do complexo Hermanella, e portanto contradizendo 
a hipótese de Kluge (2007) em considerar o complexo todo como um único gênero. 
 
5.2 Posição filogenética dos taxa supraespecíficos dentro do complexo Hermanella 
 
Os resultados obtidos para as duas análises filogenéticas das topologias de COI e 
COII, as quais não mostraram altos valores de suporte aos clados basais, podem ser 
explicados conforme Danforth et al. (2005) que dizem que a utilização unicamente de 
genes mitocondriais para estudos de filogenia em insetos em níveis supraespecíficos não 
é recomendada, porque os padrões de substituição e a grande predominância dos 
nucleotídeos A/T na terceira posição do códon destes genes levariam a níveis 
significativos de homoplasia (Mooers & Holmes, 2000; Lin & Danforth, 2004). Embora 
não tenha sido realizada a caracterização das posições separadamente, encontrou-se uma 
forte predominância destas bases nos genes mitocondriais analisados.  
O fato que os genes HEX e 28S não resolveram as relações entre os táxons do 
complexo Hermanella. No caso de HEX pode ser por se tratar de um gene altamente 
homoplástico, cujo sinal é dominado por sítios silenciosos do terceiro códon (Kjier et al., 
2006). Enquanto para o 28S, embora tenha sido utilizado o domínio D1 que é 
considerado variável para este gene (Schmitz & Moritz, 1994), possivelmente seja porque 






Ainda que as topologias obtidas a partir dos genes analisados de modo 
independente não tenham resolvido as relações entre os grupos, as inferências obtidas a 
partir dos dados concatenados apresentaram melhores resolução e suporte. Este resultado 
é coerente com o fato de que a utilização de genes com diferentes funções e origens 
(mitocondrial de herança materna e nuclear de herança biparental) é mais adequada para 
resolver questões de relações filogenéticas (Reed & Sperling, 1999; Cognato & Vogler, 
2001).  
A topologia apresentada aqui estabeleceu o complexo Hermanella como um 
grupo monofilético (Figura 9) corroborando as hipóteses obtidas por Flowers & 
Domínguez (1991),  Domínguez et al. (2001), Domínguez & Cuezzo (2002) e Sartori 
(2005) baseadas em caracteres morfológicos. Da mesma forma que os estudos citados, 
também foi recuperado Hermanella como grupo irmão de Hylister. Os resultados apoiam, 
como o obtido por Sartori (2005), a parafilia de Hydrosmilodon, a relação de 
Needhamella com Paramaka e a proximidade de Hd. gilliesae com Leentvaaria. Por 
outro lado, neste estudo sugere-se que Hd. primanus seja espécie irmã de Hd. gilliesae 
(Figura 9), enquanto que no estudo de Sartori (2005) Hd. primanus é irmã de Hd. 
saltensis e em outro clado Hd. gilliesae irmã de L. palpalis (Figura 2d). 
Todas as espécies filogeneticamente definidas mediante o uso do DNA barcode 
foram agrupadas como clados bem suportados nas hipóteses obtidas para IB 
(probabilidade posterior > 0.97) e razoavelmente suportados para MV (bootstrap > 52%), 
além disso o modelo GMYC se mostrou mais efetivo na hora de delimitar espécies do 
que o PTP porque refletiu com maior fidelidade os clados obtidos na filogenia multi-
gene, possivelmente por partir de uma árvore ultramétrica que introduz informação da 
ancestralidade à análise (Monaghan et al., 2009). Esta concordância entre os resultados 
das análises filogenéticas é uma evidência da eficácia do DNA barcode como uma valiosa 
ferramenta para identificar as espécies dentro do complexo Hermanella.  
Em suma, ao se considerar os resultados da filogenia e da delimitação das 
espécies dentro do complexo Hermanella é possível fazer as seguintes implicações na 
taxonomia do grupo:  
Que os indivíduos inicialmente identificados como Needhamella sp nov não 
pertencem ao gênero Needhamella porque não formaram um grupo monofilético com N. 
ehrhardti mantendo assim ao gênero como monoespecífico. Para confirmar a posição do 






dificuldade na identificação desta espécie a partir de ninfas. Como “Needhamella” sp nov 
faz parte do clado ((Hylister, “Needhamella” sp. nov), Hermanella) podemos sugerir que 
(1) todo o clado represente um único gênero que no caso seria Hermanella por ser o mais 
antigo, contudo é preciso incluir mais espécies de Hermanella para confirmar a sua 
posição já que He. amere não é a espécie tipo e além disso apresenta caracteres 
intermediários com Needhamella (formato da brânquia nas ninfas), (2) “Needhamella” 
sp. nov é uma espécie nova de Hylister por sua proximidade, ou (3) “Needhamella” sp. 
nov é a espécie tipo de um novo gênero para o complexo Hermanella.  
Como Hd. plagatus não forma um clado monofilético com Hd. primanus (espécie 
tipo) e Hd. gilliesae esta espécie não faz parte do gênero Hydrosmilodon, portanto 
podemos sugerir que “Hydrosmilodon” plagatus (1) é uma espécie de Hydromastodon já 
que eles são grupos irmãos ou (2) criar um novo gênero para acomodar a espécie. Por 
outro lado, Hd. gilliesae aparece como parafilético pelo indivíduo identificado como 
6100c_Hidrosmilodon_gilliesae_N_ES o que pode ser um reflexo da baixa qualidade dos 
dados para este indivíduo do gene COII que apresenta 50% das bases com missing data 
perdendo o sinal filogenético (ANEXO 2), contudo baseados nos valores de divergência 
do DNA barcode para à espécie pode-se confirmar a sua monofilia.  
No caso de L. palpalis e P. convexa onde as populações separaram-se como 
espécies filogenéticas diferentes, a espécie filogenética da população com maior 
proximidade à localidade tipo (Guiana Francesa e Suriname, respetivamente) é 
considerada a espécie sensu stricto, sendo AP+RR para L. palpalis e AP para P. convexa, 
por tanto as populações de ES e RO são espécies novas de Leentvaaria e as populações 
de RR, RO e BA são espécies novas de Paramaka além das duas espécies novas que 









Em conclusão, nossos resultados estabeleceram o complexo Hermanella como um 
grupo monofilético corroborando as hipóteses dos estudos prévios baseadas em caracteres 
morfológicos. De acordo com o valor médio de divergência interespecífica entre espécies 
congéneres de 20.9% obtido neste estudo, valor que coincide com o encontrado para 
espécies congéneres de varias famílias de Ephemeroptera da América do Norte e do 
Canadá, nossos dados não suportam a hipótese do Kluge (2007) que considera o 
complexo como um único gênero.  
E finalmente, o DNA barcode mostrou-se eficaz para delimitar as espécies do 
complexo Hermanella e os marcadores moleculares recuperaram as hipóteses 
filogenéticas que complementam e suportam os resultados já existentes na literatura, 
entretanto as relações dos taxas supraespecíficos continuam sem resolução. Para 
enriquecer as informações obtidas no presente trabalho e possivelmente resolver as 
problemáticas apontadas serão necessários marcadores mais informativos, incluir mais 
espécies tipo e indivíduos dos diferentes estágios de vida, além de complementar com 
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Anexo 1. Lista dos táxons incluídos nas análises moleculares (complexo Hermanella, complexo Homothraulus e os 
grupos externos). A presença de Y indica que o gene foi sequenciado para o individuo. 
 
# Táxon Estágio Código do voucher Procedência Estado COI COII HEX 28S COI+COII+HEX+28S 
  GRUPO INTERNO                   
  LEPTOPHLEBIIDAE                   
  Atalophlebiinae                   
    Complexo Hermanella                   
1 
 
Hermanella amere A Ep-6074a Brasil ES Y Y Y Y Y 
2 
 
Hermanella amere A Ep-6074b Brasil ES Y Y Y Y Y 
3 
 
Hermanella amere A Ep-6074c Brasil ES Y Y  Y Y 4 
 
Hermanella amere A Ep-6074d Brasil ES Y Y Y  Y 5 
 
Hermanella amere A Ep-6074e Brasil ES Y  Y Y Y 6 
 
Hermanella amere A Ep-6074f Brasil ES Y Y  Y Y 7 
 
Hermanella froehlichi A Ep-6060a Brasil PE 
     8 
 
Hermanella froehlichi A Ep-6060b Brasil PE 
     9 
 
Hermanella froehlichi A Ep-6064a Brasil PE 
     10 
 
Hermanella froehlichi A Ep-6113a Brasil RR 
     11 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6097a Brasil AP 
     12 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6097b Brasil AP 
     13 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6097c Brasil AP 
 
Y Y Y Y 
14 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6110a Brasil RR 
     15 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6110b Brasil RR 
     16 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6110c Brasil RR 
     17 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6110d Brasil RR 
     18 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6110e Brasil RR 
     19 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6110f Brasil RR 
     20 
 
Hermanella froehlichi N Ep-6110g Brasil RR 
     21 
 
Hermanella froehlichi A Ep-6112a Brasil RR 
     22 
 
Hermanella  c.f froehlichi N Ep-6063a Brasil PE 
     23 
 
Hermanella  c.f froehlichi N Ep-6063b Brasil PE 
     24 
 
Hermanella  c.f froehlichi N Ep-6063c Brasil PE 
     25 
 
Hermanella  c.f froehlichi N Ep-6063d Brasil PE 
     26 
 
Hermanella maculipennis A Ep-6065a Brasil AL 
     27 
 
Hermanella maculipennis A Ep-6075a Brasil GO 
     28 
 
Hermanella maculipennis A Ep-6075b Brasil GO 
     29 
 
Hermanella maculipennis A Ep-6075c Brasil GO 
     30 
 
Hermanella mazama  A Ep-4490b Brasil ES 
     31 
 
Hermanella mazama  A Ep-4492a Brasil ES 
     32 
 
Hermanella mazama  A Ep-4492b Brasil ES 
     33 
 
Hermanella mazama  A Ep-6114a Brasil RR 
     34 
 
Hermanella mazama  N Ep-1752a Brasil ES 
     35 
 
Hermanella mazama  N Ep-1752b Brasil ES 
     36 
 
Hermanella mazama  N Ep-1752c Brasil ES 
     37 
 
Hermanella sp. N Ep-6092b Brasil TO 
     38 
 
Hermanella sp. N Ep-6092c Brasil TO 
     39 
 
Hermanella sp. N Ep-6092a Brasil TO 
     40 
 
Hermanella sp.1 N Ep-6101a Brasil SC 
     41 
 
Hermanella sp.2 N Ep-6102a Brasil SC 
     42 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607a Brasil RR 
     43 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607b Brasil RR 
     44 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607c Brasil RR 
     45 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607d Brasil RR 
     46 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607e Brasil RR Y Y  Y Y 47 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607f Brasil RR 
     48 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607g Brasil RR 
     49 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607h Brasil RR Y Y  Y Y 50 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607i Brasil RR Y Y  Y Y 51 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607j Brasil RR 
     52 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607k Brasil RR Y  Y Y Y 53 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607l Brasil RR Y  Y Y Y 54 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607m Brasil RR 
     55 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-5607n Brasil RR Y Y Y Y Y 
56 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-6107a Brasil RR 
     57 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-6111a Brasil GO 
     58 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-6111b Brasil RR 
     59 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-6111c Brasil RR 
     60 
 
Hydromastodon sallesi N Ep-6111d Brasil RR 
     61 
 
Hydrosmilodon gilliesae A Ep-6067a Brasil BA 
     62 
 
Hydrosmilodon gilliesae A Ep-6068a Brasil PE 
     63 
 
Hydrosmilodon gilliesae A Ep-6068b Brasil PE 
     64 
 
Hydrosmilodon gilliesae A Ep-6068c Brasil PE 
     65 
 
Hydrosmilodon gilliesae A Ep-6068d Brasil PE 
     66 
 
Hydrosmilodon gilliesae A Ep-6069a Brasil PE 
     67 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-4014a Brasil ES Y Y Y Y Y 
68 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-4014b Brasil ES Y Y  Y Y 69  Hydrosmilodon gilliesae N Ep-4015a Brasil ES Y Y Y Y Y 
70 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-4015b Brasil ES 
     71 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6091a Brasil RR 
     72 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6091b Brasil RR 
     73 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6091c Brasil RR 
     74 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6091d Brasil RR 
     75 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6100a Brasil ES Y Y Y Y Y 
76 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6100b Brasil ES 
     77 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6100c Brasil ES Y Y  Y Y 78 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6100d Brasil ES 
     79 
 
Hydrosmilodon gilliesae N Ep-6106a Brasil PR 
     80 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-5613a Brasil AM 








Hydrosmilodon plagatus A Ep-5759a Brasil ES 
     82 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-5759b Brasil ES Y Y  Y Y 83 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-5759c Brasil ES Y Y Y Y Y 
84 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-5861e Brasil ES 
     85 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-5861f Brasil ES 
     86 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-5862i Brasil ES Y Y  Y Y 87 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-6096a Brasil AM 
     88 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-6096b Brasil AM 
     89 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-6096c Brasil AM 
     90 
 
Hydrosmilodon plagatus A Ep-6096d Brasil AM 
     91 
 
Hydrosmilodon plagatus N Ep-5754a Brasil ES 
     92 
 
Hydrosmilodon plagatus N Ep-5754b Brasil ES Y Y Y Y Y 
93 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762a Colômbia Tolima 
     94 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762b Colômbia Tolima 
     95 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762c Colômbia Tolima 
     96 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762d Colômbia Tolima 
     97 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762e Colômbia Tolima 
     98 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762f Colômbia Tolima 
     99 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762g Colômbia Tolima 
     100 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-5762h Colômbia Tolima 
     101 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357a Colômbia Tolima 
     102 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357b Colômbia Tolima 
     103  Hydrosmilodon primanus N Ep-6357c Colômbia Tolima Y Y Y Y Y 
104 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357d Colômbia Tolima Y Y Y Y Y 
105 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357e Colômbia Tolima 
     106 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357f Colômbia Tolima Y Y Y Y Y 
107 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357g Colômbia Tolima 
     108 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357h Colômbia Tolima 
     109 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357i Colômbia Tolima 
     110  Hydrosmilodon primanus N Ep-6357j Colômbia Tolima Y Y Y Y Y 
111 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357k Colômbia Tolima 
     112 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357l Colômbia Tolima 
     113 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357m Colômbia Tolima Y Y Y Y Y 
114 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357n Colômbia Tolima 
     115 
 
Hydrosmilodon primanus N Ep-6357o Colômbia Tolima 
     116 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-1373a Brasil ES 
     117 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-1373b Brasil ES 
     118 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-1373c Brasil ES 
     119 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-1784a Brasil ES 
     120 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-6089a Brasil RR 
     121 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-6089b Brasil RR 
     122 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-6089c Brasil RR 
     123 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-6089d Brasil RR 
     124 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-6090a Brasil RO 
     125 
 
Hydrosmilodon sp. N Ep-6090b Brasil RO 
     126 
 
Hylister obliquus A Ep-4490a Brasil ES 
     127 
 
Hylister obliquus A Ep-5614a Brasil ES Y Y   Y 128  Hylister obliquus A Ep-5614b Brasil ES 
     129 
 
Hylister obliquus A Ep-5614c Brasil ES 
     130 
 
Hylister obliquus A Ep-5614d Brasil ES Y Y Y Y Y 
131 
 
Hylister obliquus A Ep-5758a Brasil ES 
     132 
 
Hylister obliquus A Ep-5758b Brasil ES 
     133 
 
Hylister obliquus A Ep-5758c Brasil ES Y Y Y Y Y 
134 
 
Hylister obliquus A Ep-5868a Brasil ES 
     135 
 
Hylister obliquus A Ep-5868b Brasil ES 
 
Y  Y Y 136 
 
Hylister obliquus A Ep-5868c Brasil ES Y Y  Y Y 137 
 
Hylister obliquus A Ep-5873a Brasil ES 
     138 
 
Hylister obliquus A Ep-5873b Brasil ES Y Y  Y Y 139 
 
Hylister obliquus A Ep-5873c Brasil ES Y   Y Y 140 
 
Hylister obliquus A Ep-5873d Brasil ES 
     141 
 
Hylister obliquus A Ep-5873e Brasil ES Y   Y Y 142 
 
Hylister obliquus A Ep-5873f Brasil ES 
     143 
 
Hylister obliquus A Ep-5873g Brasil ES Y Y  Y Y 144 
 
Hylister obliquus A Ep-5873h Brasil ES Y Y  Y Y 145 
 
Hylister obliquus A Ep-5873i Brasil ES 
     146 
 
Hylister obliquus A Ep-5873j Brasil ES Y Y  Y Y 147 
 
Hylister obliquus N Ep-4319a Brasil ES Y Y  Y Y 148 
 
Hylister obliquus N Ep-4323a Brasil ES 
     149 
 
Hylister obliquus N Ep-4324a Brasil ES Y  Y Y Y 150 
 
Hylister obliquus N Ep-4324b Brasil ES 
     151 
 
Hylister obliquus N Ep-4324c Brasil ES 
     152 
 
Hylister obliquus N Ep-4324d Brasil ES 
     153 
 
Hylister obliquus N Ep-5616a Brasil ES 
     154 
 
Hylister obliquus N Ep-5616b Brasil ES Y Y Y Y Y 
155 
 
Hylister obliquus N Ep-5616c Brasil ES 
     156 
 
Hylister obliquus N Ep-5616d Brasil ES 
     157 
 
Hylister obliquus N Ep-5616e Brasil ES 
     158 
 
Hylister obliquus N Ep-5617a Brasil ES 
     159 
 
Hylister obliquus N Ep-5618a Brasil ES 
     160 
 
Hylister obliquus N Ep-5618b Brasil ES 
     161 
 
Hylister obliquus N Ep-5618c Brasil ES 
     162 
 
Hylister obliquus N Ep-5618d Brasil ES 
     163 
 
Hylister obliquus N Ep-5751a Brasil ES 
     164 
 
Hylister obliquus N Ep-5752a Brasil ES Y Y  Y Y 165 
 
Hylister obliquus N Ep-5753a Brasil ES 
     166 
 
Hylister obliquus N Ep-6108a Brasil RJ 
     167 
 
Hylister obliquus N Ep-6108b Brasil RJ 
     168 
 
Hylister obliquus N Ep-6115a Brasil RJ 
     169 
 
Hylister plaumanni N Ep-4270a Brasil ES Y Y Y  Y 170 
 
Hylister plaumanni N Ep-4270b Brasil ES 
     171 
 
Hylister plaumanni N Ep-4270c Brasil ES Y Y Y Y Y 
172 
 
Hylister plaumanni N Ep-4270d Brasil ES Y Y  Y Y 173 
 
Hylister plaumanni N Ep-4288a Brasil ES 
     174 
 
Hylister plaumanni N Ep-4292a Brasil ES 
     175 
 
Hylister plaumanni N Ep-4307a Brasil ES Y Y  Y Y 176 
 
Hylister plaumanni N Ep-4308a Brasil ES 
     177 
 
Hylister plaumanni N Ep-4309a Brasil ES 
     178 
 
Hylister plaumanni N Ep-4311a Brasil ES 
     179 
 
Hylister plaumanni N Ep-5615a Brasil ES 
     180 
 
Hylister plaumanni N Ep-5615b Brasil ES 
     181 
 
Hylister plaumanni N Ep-6088a Brasil RJ 








Leentvaaria palpalis A Ep-1459a Brasil ES 
     183 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-1459b Brasil ES Y Y Y Y Y 
184 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-1459c Brasil Es 
     185 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-1459d Brasil Es 
     186 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-5760b Brasil ES 
     187 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-5760c Brasil ES Y Y Y Y Y 
188 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-6085a Brasil RO Y Y  Y Y 189 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-6085b Brasil RO Y Y  Y Y 190 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-6085c Brasil RO 
     191 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-6086a Brasil RR Y Y  Y Y 192 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-6104a Brasil GO 
     193 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-6117a Brasil AP 
 
Y Y Y Y 
194 
 
Leentvaaria palpalis A Ep-6117b Brasil AP Y Y Y  Y 195 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-1406a Brasil ES 
     196 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-1406b Brasil ES 
     197 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-1421a Brasil ES 
     198 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-1421b Brasil ES 
     199 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5708a Brasil RR 
     200 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5708b Brasil RR 
     201 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5708c Brasil RR 
     202 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5708d Brasil RR 
     203 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5755a Brasil ES 
     204 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5755b Brasil ES 
     205 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5755c Brasil ES 
     206 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5761a Brasil RR Y Y Y  Y 207 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5761b Brasil RR 
     208 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5761c Brasil RR 
     209 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-5761d Brasil RR 
     210 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-6093a Brasil RR 
     211 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-6093b Brasil RR 
     212 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-6093c Brasil RR Y  Y Y Y 213 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-6093d Brasil RR 
     214 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-6109a Brasil RR 
     215 
 
Leentvaaria palpalis N Ep-6109b Brasil RR 
     216 
 
Needhamella ehrhadti A Ep-1676a Brasil ES 
     217 
 
Needhamella ehrhadti A Ep-1676b Brasil ES 
     218 
 
Needhamella ehrhadti A Ep-1676c Brasil ES 
     219 
 
Needhamella ehrhadti A Ep-1676d Brasil ES 
     220 
 
Needhamella ehrhadti A Ep-6103a Brasil GO 
     221 
 
Needhamella ehrhadti A Ep-6103b Brasil GO Y Y Y  Y 222 
 
Needhamella ehrhadti A Ep-6105a Brasil PR 
     223 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-1663a Brasil ES 
     224 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-1663b Brasil ES 
     225 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-1663c Brasil ES 
     226 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-1663d Brasil ES 
     227 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-1663e Brasil ES 
     228 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-6098a Brasil AP 
     229 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-6098b Brasil AP 
     230 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-6098c Brasil AP Y Y Y Y Y 
231  Needhamella ehrhadti N Ep-6098d Brasil AP Y Y Y Y Y 
232 
 
Needhamella ehrhadti N Ep-6098e Brasil AP Y  Y Y Y 233 
 
Needhamella sp. nov A Ep-6066a Brasil PE Y Y Y Y Y 
234 
 
Needhamella sp. nov A Ep-6066b Brasil PE Y Y Y  Y 235 
 
Needhamella sp. nov N Ep-4010a Brasil ES 
     236 
 
Paramaka convexa A Ep-6070a Brasil AP 
     237 
 
Paramaka convexa A Ep-6070b Brasil AP Y  Y Y Y 238 
 
Paramaka convexa A Ep-6070c Brasil AP Y  Y Y Y 239 
 
Paramaka convexa A Ep-6070d Brasil AP 
     240 
 
Paramaka convexa A Ep-6070e Brasil AP Y Y Y Y Y 
241 
 
Paramaka convexa A Ep-6070f Brasil AP 
     242 
 
Paramaka convexa A Ep-6070g Brasil AP Y Y Y Y Y 
243 
 
Paramaka convexa A Ep-6070h Brasil AP Y  Y Y Y 244 
 
Paramaka convexa A Ep-6070i Brasil AP 
     245 
 
Paramaka convexa A Ep-6070j Brasil AP 
     246 
 
Paramaka convexa A Ep-6071a Brasil AP 
     247 
 
Paramaka convexa A Ep-6071b Brasil AP 
     248 
 
Paramaka convexa A Ep-6071c Brasil AP 
     249 
 
Paramaka convexa A Ep-6071d Brasil AP 
     250 
 
Paramaka convexa A Ep-6071e Brasil AP 
 
Y Y Y Y 
251 
 
Paramaka convexa A Ep-6071f Brasil AP 
     252 
 
Paramaka convexa A Ep-6071g Brasil AP 
 
Y Y Y Y 
253 
 
Paramaka convexa A Ep-6071h Brasil AP 
 
Y Y Y Y 
254 
 
Paramaka convexa A Ep-6071i Brasil AP Y Y Y  Y 255 
 
Paramaka convexa A Ep-6071j Brasil AP Y Y Y Y Y 
256 
 
Paramaka convexa A Ep-6071k Brasil AP 
     257 
 
Paramaka convexa A Ep-6071l Brasil AP 
     258 
 
Paramaka convexa A Ep-6072a Brasil AP Y  Y Y Y 259 
 
Paramaka convexa A Ep-6072b Brasil AP 
     260 
 
Paramaka convexa A Ep-6072c Brasil AP 
     261 
 
Paramaka convexa A Ep-6099a Brasil AP Y Y Y Y Y 
262 
 
Paramaka convexa N Ep-5745a Brasil RO Y Y Y Y Y 
263 
 
Paramaka convexa N Ep-5745b Brasil RO 
     264 
 
Paramaka convexa N Ep-5745c Brasil RO 
     265  Paramaka convexa N Ep-5745c Brasil RO 
     266 
 
Paramaka convexa N Ep-5746a Brasil AP 
     267  Paramaka convexa N Ep-5746b Brasil AP 
     268 
 
Paramaka convexa N Ep-5746c Brasil AP Y Y  Y Y 269 
 
Paramaka convexa N Ep-5747a Brasil BA 
     270 
 
Paramaka convexa N Ep-5747b Brasil BA 
     271 
 
Paramaka convexa N Ep-5747c Brasil BA Y Y Y  Y 272 
 
Paramaka convexa N Ep-5748a Brasil AP Y Y Y Y Y 
273 
 
Paramaka convexa N Ep-5749a Brasil RO Y Y Y Y Y 
274 
 
Paramaka convexa N Ep-5749b Brasil RO 
     275 
 
Paramaka convexa N Ep-5750a Brasil BA 
     276 
 
Paramaka convexa N Ep-5750b Brasil BA 
     277 
 
Paramaka convexa N Ep-5750c Brasil BA 
     278 
 
Paramaka convexa N Ep-5750d Brasil BA 
     279 
 
Paramaka convexa N Ep-5750e Brasil BA 
     280 
 
Paramaka convexa N Ep-5750f Brasil BA 
     281 
 
Paramaka convexa N Ep-5750g Brasil BA 
     282 
 
Paramaka convexa N Ep-5750h Brasil BA 








Paramaka convexa N Ep-5750i Brasil BA 
     284 
 
Paramaka sp. nov N Ep-5910a Brasil RR 
     285 
 
Paramaka sp. nov N Ep-5910b Brasil RR 
     286 
 
Paramaka sp. nov N Ep-5910c Brasil RR Y Y Y  Y 287 
 
Paramaka sp. nov N Ep-5910d Brasil RR Y Y   Y 288 
 
Paramaka sp. nov N Ep-5910e Brasil RR 
 
Y Y Y Y 
289 
 
Paramaka sp. nov N Ep-5910f Brasil RR 
     290 
 
Paramaka cf. convexa N Ep-6095a Brasil RR 
     291 
 
Traverella insolita A Ep-4494a Brasil ES 
     292 
 
Traverella insolita A Ep-4497a Brasil ES 
     293 
 
Traverella insolita A Ep-4498a Brasil ES 
     294 
 
Traverella insolita A Ep-4498b Brasil ES 
     295 
 
Traverella insolita A Ep-5866a Brasil ES Y Y  Y Y 296 
 
Traverella insolita A Ep-5871a Brasil ES Y Y  Y Y 297 
 
Traverella insolita A Ep-5871b Brasil ES 
     298 
 
Traverella insolita A Ep-5871c Brasil ES Y Y  Y Y 299 
 
Traverella insolita A Ep-5875a Brasil ES 
     300 
 
Traverella insolita A Ep-5881a Brasil ES 
     301 
 
Traverella insolita A Ep-5881b Brasil ES Y Y Y Y Y 
302 
 
Traverella insolita A Ep-5881c Brasil ES Y  Y Y Y 303 
 
Traverella insolita A Ep-5881d Brasil ES 
     304 
 
Traverella insolita A Ep-5881e Brasil ES 
     305  Traverella insolita A Ep-5881f Brasil ES 
     306 
 
Traverella insolita A Ep-5881g Brasil ES Y Y Y  Y 307 
 
Traverella insolita A Ep-6116a Brasil ES 
     308 
 
Traverella insolita N Ep-4017a Brasil ES Y   Y Y 309 
 
Traverella insolita N Ep-4017b Brasil ES 
     310 
 
Traverella insolita N Ep-4017c Brasil ES 
     311 
 
Traverella insolita N Ep-4017d Brasil ES 
     312 
 
Traverella insolita N Ep-5756a Brasil ES 
  
Y Y Y 
313 
 
Traverella insolita N Ep-5756b Brasil ES Y Y Y Y Y 
314 
 
Traverella insolita N Ep-5756c Brasil ES 
     315 
 
Traverella sp. A Ep-5757a Brasil ES 
     316 
 
Traverella sp. N Ep-6094a Brasil RR 
     317 
 
Traverella sp. N Ep-6094b Brasil RR 
     318 
 
Traverella sp. N Ep-6094c Brasil RR 
         Complexo Homothraulus                   
319 
 
Farrodes carioca A Ep-4488a Brasil ES 
     320 
 
Farrodes carioca A Ep-4488c Brasil ES 
 
Y Y Y Y 
321 
 
Farrodes carioca N Ep-3688a Brasil ES 
     322 
 
Farrodes carioca N Ep-3688b Brasil ES Y Y Y Y Y 
323 
 
Farrodes carioca N Ep-3688c Brasil ES Y Y Y Y Y 
324 
 
Farrodes carioca N Ep-3688d Brasil ES Y  Y Y Y 325 
 
Simothraulopsis demerara A Ep-5743a Brasil ES 
     326 
 
Simothraulopsis plesius N Ep-4340a Brasil ES Y Y Y Y Y 
327 
 
Simothraulopsis plesius N Ep-4342a Brasil ES Y Y Y Y Y 
328 
 
Simothraulopsis plesius N Ep-4344a Brasil ES Y   Y Y 329 
 
Simothraulopsis plesius N Ep-4344b Brasil ES Y Y Y Y Y 
330 
 
Simothraulopsis sp. A Ep-5742a Brasil ES 
     331 
 
Simothraulopsis sp. A Ep-5742b Brasil ES 
     332 
 
Simothraulopsis sp. A Ep-5742c Brasil ES 
     333 
 
Simothraulopsis sp. N Ep-5744a Brasil ES 
     334 
 
Simothraulopsis sp. N Ep-5744b Brasil ES Y Y Y  Y 335 
 
Simothraulopsis sp. N Ep-5744c Brasil ES 
     336 
 
Simothraulopsis sp. N Ep-6084a Brasil RO 
     337 
 
Simothraulopsis sp. N Ep-6084a Brasil RO 
     338 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082a Brasil ES 
     339 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082b Brasil ES Y Y   Y 340 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082c Brasil ES 
     341 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082d Brasil ES Y Y Y  Y 342 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082e Brasil ES 
     343 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082f Brasil ES 
     344 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082g Brasil ES 
     345 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082h Brasil ES 
     346 
 
Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082i Brasil ES 
     347  Simothraulopsis sp. nov A Ep-6082k Brasil ES 
       GRUPO EXTERNO                   
 
LEPTOPHLEBIIDAE              
 
Atalophlebiinae              348 
 
Massartella brieni A Ent469 Brasil  Y Y Y Y Y   OLIGONEURIIDAE                   
349 
 








Anexo 2. Matriz  alinhada usada nas análises filogenéticas ,incluindo 103 taxas e 1688 pares de bases provenientes dos 
genes  COI (caracteres 1-483), COII (caracteres 484-1035), HEX (caracteres 1036-1377) e 28S (caracteres 1378-1688). 
 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6117b_Leentvaaria_palpalis_A_AP    
TTAATTGGAGATGATCAAATTTATAATGTTATTGTAACTGCTCATGCATTTATTATAATTTTTTTCATGGTCATGCCTATTATAATTGGAGGATTTGGGAATTGATTAGTACCTCTTATATTAGGAGCCCCTGATATAGCTTTCCCTCGTATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCC
CCTTCTTTAACCTTATTATTAGCTAGTAGTATGGTAGAAAGCGGAGCAGGAACAGGATGAACAGTTTATCCCCCTTTATCGGCGGGAATCGCTCATGCCGGAGCTTCTGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCCGGAGTATCTTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATTAC
TACTACCATTAATATACGAACCCCTGGTATAACTATAGACCGAATTCCTTTATTTGTTTGGTCTGTTATTATTACTGCTGTATTATTATTATTGTCATTACCAGTTTTAGCTGGAGCTATTACAAATATGTCAACTTGAGCAACATTAGGTTTTCAGGATAGTAATTCTCCTTTAATGGA
ACAATTAACATTTTTTCATGATCATACTCTTTTAATTTTAGTTATAATTACAGTTTTAGTAGGATATTTAATATTTAGATTATTTTTTAATACTTTTACCCATCGATACTTATTAGAAGGGCAAACTATTGAAGTTATTTGAACAATTCTGCCTGCTATTATTTTAGTATTTATTGCTTTA
CCTTCATTACGTTTATTATATCTCTTAGATGAAGTTAGTGACCCCTCTATTACTTTAAAAACTATTGGACATCAATGATATTGAAGTTATGAGTATTCTGATTTTAATCAAATTGAATTTGATGCTTATATAATCCCTGGCCAAGAATTACCCGAAGGTAATTTTCGTCTTTTAGAAGT
TGATAATCATACTGTATTACCATTTAATACTCAAATCCGAGTTCTTGTAACTGCTGCAGATGTCATTCATTCATGAACTGTACCTGTTTTAGGTGTAAAGGTTGATGCCACACCAGGACGTCTTAATCAAACAAGACAGACGGCTCGCAAGTCCACCGGCGGCAAGGCGCCCCGCAA
GCAGCTCGCCACCAAGGCGGCGCGCAAGAGCGCACCCGCCACCGGCGGTGTCAAGAAGCCTCATCGCTACAGGCCCGGCACCGTGGCGCTGCGTGAGATCCGTCGCTACCAGAAGAGCACCGAGCTGCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGCCTCGTGCGTGAGATCGCGCAG
GACTTCAAGACCGACCTGCGTTTCCAGAGCTCGGCCGTCATGGCCCTGCAGGAGGCCAGCGAGGCTTACCTCGTCGGCCTGTTCGAGGACACCAACCTGTGCGCCATCCACGCCAAGCGCGTCACC?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? 
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??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????TGATTAGTTCCTTTAATATTAGGGGCTCCCGACATGGCTTTCCCCCGAATAAATAATATAAGTTTTTGGTTATTACCACCGTCTTTAACCCTTTTGTTGGCTAGCAGCCTTG
TAGAAAGAGGAGCAGGGACAGGTTGAACAGTTTACCCTCCTCTTTCCGCGGGCATTGCTCATGCTGGTGCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTCTCCCTTCATTTAGCCGGGGTATCCTCAATTTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACAACTATTAATATACGAACCCCAGGTATAAC
AATAGACCGAATTCCTTTATTTGTTTGATCTGTTATTATCACAGCTATCTTACTATTATTGTCTTTACCAGTTCTAGCCGGTGCTATTACGAATATGGCAACTTGAGCAACTTTAGGCTTTCAGGATAGAAATTCTCCCTTAATAGAACAATTAACATTCTTCCACGATCATACCTTATT
AATTTTGGTGATAATCACAACTTTAGTGGGTTATCTAATATTTATATTATTTTTTAATTCTTTTACTAATCGATTTTTATTAGAAGGACAAACAATTGAAATTATTTGAACAATTTTACCTGCAATTATCCTGGTATTTATTGCTTTACCCTCTCTACGTTTATTATATCTTTTAGACGAA
GTGAGAGACCCCTCCATTACCCTAAAAACAATTGGACACCAATGGTACTGAAGTTACGAATATTCAGATTTTAATCAAATCGAATTTGATGCTTATATAATCCCTGGTCAAGAATTGCCCACCGGTAATTTTCGTTTACTTGAAGTTGATAATCATACCGTTATTCCCTTTAATACCC
AAATTCGAGTTTTAATCACCGCTGCAGATGTTATTCACTCTTGAACTGTGCCAGTTCTAGGAGTCAAGGTCGATGCTACACCTGGGCGATTGAACCAAACTAGACAGACGGCTCGCAAGTCCACCGGTGGCAAGGCGCCCCGCAAGCAGCTCGCCACCAAGGCGGCTCGCAAGAGT
GCACCCGCCACCGGCGGCGTCAAGAAGCCTCATCGGTACAGGCCCGGCACCGTGGCGCTGCGTGAGATCCGTCGCTACCAGAAGAGCACCGAGCTCCTCATCCGCAAGTTGCCCTTCCAGCGCCTCGTGCGTGAGATTGCTCAGGACTTCAAGACCGACCTGCGCTTCCAGAGYTC
CGCCGTCATGGCCCTGCAGGAGGCTAGCGAGGCTTACCTCGTCGGCCTCTTCGAGGACACCAACCTGTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCACC?AGGATTCCCCGAGTAACGGCGAGCGAAAGGGGAAGAGCCCAGCGCTGAATCCCCCGGTCCTGC--
GGGCCGGCGGGAAATGTAGCGTATGGGAGGGTCGCTTCTCCCGGGGTGCTGCGGCTGGTCCAAGTCCCTCTTGAACGGGGCCACGGTCCTTAGAAGGTGCCAGGCCTGTGGGATGGTTGCGGCCTCCGGGAAGACCTCTCCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAGAGTGCAGCCCTAAGC
AGGTGGTAAACTCCATCTAAGGCTAAATATGACCACGAGACCGATGGCAAACAAGTACCG????????? 
6357d_Hydrosmilodon_primanus_N_COL 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????GATTAGTTCCCTTAATATTAGGGGCTCCCGACATGGCTTTCCCCCGAATAAATAATATAAGTTTTTGGTTATTACCACCGTCTTTAACCCTTTTGTTGGCTAGCAGCCTTG
TAGAAAGAGGAGCAGGGACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTTTCCGCGGGCATTGCTCATGCTGGTGCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTCTCCCTTCATTTGGCCGGGGTATCCTCAATTCTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACAACTATTAATATACGAACCCCAGGTATAA
CAATAGACCGAATTCCTTTATTTGTCTGATCTGTTATTATCACAGCTATCTTACTATTATTGTCTTTACCGGTTCTAGCCGGTGCTATTACAAATATGGCAACTTGAGCAACTTTAGGCTTTCAGGATAGAAATTCTCCCTTAATAGAACAATTAACATTCTTCCACGATCATACCTTA
TTAATTTTGGTGATAATCACAACCTTAGTGGGTTATCTAATATTTATATTATTTTTTAACTCTTTTACTAATCGATTTTTATTAGAAGGACAAACAATTGAAATTATTTGAACAATTTTACCTGCAATTATCCTGGTATTTATTGCTTTACCCTCCCTACGTTTATTATACCTTTTAGACG
AAGTGAGAGACCCCTCCATCACCCTAAAAACAATTGGACACCAATGGTACTGAAGTTACGAATATTCAGATTTTAATCAAATCGAATTTGATGCTTATATAATCCCTGGTCAAGAATTGCCCACCGGTAATTTTCGTTTACTTGAAGTTGATAATCATACCGTTATTCCCTTTAATAC
CCAAATTCGAGTTTTAATCACCGCTGCAGATGTTATTCACTCTTGAACTGTGCCAGTTCTAGGAGTCAAGGTCGATGCTACACCTGGGCGGTTGAACCAAACTAGACAGACGGCTCGCAAGTCCACCGGTGGCAAGGCGCCCCGCAAGCAGCTCGCCACCAAGGCGGCTCGCAAGA
GTGCACCCGCCACCGGCGGCGTCAAGAAGCCTCATCGGTACAGGCCCGGCACCGTGGCGCTGCGTGAGATCCGTCGCTACCAGAAGAGCACCGAGCTCCTCATCCGCAAGTTGCCCTTCCAGCGCCTCGTGCGTGAGATTGCTCAGGACTTCAAGACCGACCTGCGCTTCCAGAGC
TCCGCCGTCATGGCCCTGCAGGAGGCTAGCGAGGCTTACCTCGTCGGCCTCTTCGAGGACACCAACCTGTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCACC?AGGATTCCCCGAGTAACGGCGAGCGAAAGGGGAAGAGCCCAGCGCTGAATCCCCCGGTCCTGC--
GGGCCGGCGGGAAATGTAGCGTATGGGAGGGTCGCTTCTCCCGGGGTGCTGCGGCTGGTCCAAGTCCCTCTTGAACGGGGCCACGGTCCTTAGAAGGTGCCAGGCCTGTGGGATGGTTGCGGCCTCCGGGAAGACCTCTCCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAGAGTGCAGCCCTAAGC
AGGTGGTAAACTCCATCTAAGGCTAAATATGACCACGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGTAGGGAAA? 
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????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????GAATAAATAATATAAGTTTTTGGTTATTACCACCGTCTTTAACCCTTTTGTTGGCTAGCAGCCTTGTAGAAAGAGGAGCAG
GGACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTTTCCGCGGGCATTGCTCATGCTGGTGCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTCTCCCTTCATTTGGCCGGGGTATCCTCAATTCTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACAACTATTAATATACGAACCCCAGGTATAACAATAGACCGAATTCC
TTTATTTGTCTGATCTGTTATTATCACAGCTATCTTACTATTATTGTCTTTACCGGTTCTAGCCGGTGCTATTACAAATATGGCAACTTGAGCAACTTTAGGCTTTCAGGATAGAAATTCTCCCTTAATAGAACAATTAACATTCTTCCACGATCATACCTTATTAATTTTGGTGATAAT
CACAACCTTAGTGGGTTATCTAATATTTATATTATTTTTTAACTCTTTTACTAATCGATTTTTATTAGAAGGACAAACAATTGAAATTATTTGAACAATTTTACCTGCAATTATCCTGGTATTTATTGCTTTACCCTCCCTACGTTTATTATACCTTTTAGACGAAGTGAGAGACCCCTC
CATCACCCTAAAAACAATTGGACACCAATGGTACTGAAGTTACGAATATTCAGATTTTAATCAAATCGAATTTGATGCTTATATAATCCCTGGTCAAGAATTGCCCACCGGTAATTTTCGTTTACTTGAAGTTGATAATCATACCGTTATTCCCTTTAATACCCAAATTCGAGTTTTA
ATCACCGCTGCAGATGTTATTCACTCTTGAACTGTGCCAGTTCTAGGAGTCAAGGTCGATGCTACACCTGGGCGGTTGAACCAAACTAGACAGACGGCTCGCAAGTCCACCGGTGGCAAGGCGCCCCGCAAGCAGCTCGCCACCAAGGCGGCTCGCAAGAGTGCACCCGCCACCG
GCGGCGTCAAGAAGCCTCATCGCTACAGGCCCGGCACCGTGGCGCTGCGTGAGATCCGTCGCTACCAGAAGAGCACCGAGCTCCTCATCCGCAAGTTGCCCTTCCAGCGCCTCGTGCGTGAGATTGCTCAGGACTTCAAGACCGACCTGCGCTTCCAGAGCTCCGCCGTCATGGCC
CTGCAGGAGGCTAGCGAGGCTTACCTCGTCGGCCTCTTCGAGGACACCAACCTGTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCACC?????????????????????????????????????????????????????CCCGGTCCTGC--
GGGCCGGCGGGAAATGTAGCGTATGGGAGGGTCGCTTCTCCCGGGGTGCTGCGGCTGGTCCAAGTCCCTCTTGAACGGGGCCACGGTCCTTAGAAGGTGCCAGGCCTGTGGGATGGTTGCGGCCTCCGGGAAGACCTCTCCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAGAGTGCAGCCCTAAGC
AGGTGGTAAACTCCATCTAAGGCTAAATATGACCACGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGTAAGGGAA? 
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???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????CTTTCCCCCGAATAAATAATATAAGTTTTTGGTTATTACCACCGTCTTTAACCCTTTTGTTGGCTAGCAGCCTTGTAGAAAGAGGAG
CAGGGACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTTTCCGCGGGCATTGCTCATGCTGGTGCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTCTCCCTTCATTTGGCCGGGGTATCCTCAATTCTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACAACTATTAATATACGAACCCCAGGTATAACAATAGACCGAAT
TCCTTTATTTGTCTGATCTGTTATTATCACAGCTATCTTACTATTATTGTCTTTACCGGTTCTAGCCGGTGCTATTACAAATATGGCAACTTGAGCAACTTTAGGCTTTCAGGATAGAAATTCTCCCTTAATAGAACAATTAACATTCTTCCACGATCATACCTTATTAATTTTGGTGAT
AATCACAACCTTAGTGGGTTATCTAATATTTATATTATTTTTTAACTCTTTTACTAATCGATTTTTATTAGAAGGACAAACAATTGAAATTATTTGAACAATTTTACCTGCAATTATCCTGGTATTTATTGCTTTACCCTCCCTACGTTTATTATACCTTTTAGACGAAGTGAGAGACCC
CTCCATCACCCTAAAAACAATTGGACACCAATGGTACTGAAGTTACGAATATTCAGATTTTAATCAAATCGAATTTGATGCTTATATAATCCCTGGTCAAGAATTGCCCACCGGTAATTTTCGTTTACTTGAAGTTGATAATCATACCGTTATTCCCTTTAATACCCAAATTCGAGTT
TTAATCACCGCTGCAGATGTTATTCACTCTTGAACTGTGCCAGTTCTAGGAGTCAAGGTCGATGCTACACCTGGGCGGTTGAACCAAACTAGACAGACGGCTCGCAAGTCCACCGGTGGCAAGGCGCCCCGCAAGCAGCTCGCCACCAAGGCGGCTCGCAAGAGTGCACCCGCCA
CCGGCGGCGTCAAGAAGCCTCATCGSTACAGGCCCGGCACCGTGGCGCTGCGTGAGATCCGTCGCTACCAGAAGAGCACCGAGCTCCTCATCCGCAAGTTGCCCTTCCAGCGCCTCGTGCGTGAGATTGCTCAGGACTTCAAGACCGACCTGCGCTTCCAGAGCTCCGCCGTCATG
GCCCTGCAGGAGGCTAGCGAGGCTTACCTCGTCGGCCTCTTCGAGGACACCAACCTGTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCACC?AGGATTCCCCGAGTAACGGCGAGCGAAAGGGGAAGAGCCCAGCGCTGAATCCCCCGGTCCTGC--
GGGCCGGCGGGAAATGTAGCGTATGGGAGGGTCGCTTCTCCCGGGGTGCTGCGGCTGGTCCAAGTCCCTCTTGAACGGGGCCACGGTCCTTAGAAGGTGCCAGGCCTGTGGGATGGTTGCGGCCTCCGGGAAGACCTCTCCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAGAGTGCAGCCCTAAGC
AGGTGGTAAACTCCATCTAAGGCTAAATATGACCACGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT???????? 
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??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????ATAATATAAGTTTTTGGTTATTACCACCGTCTTTAACCCTTTTGTTGGCTAGCAGCCTTGTAGAAAGAGGAGCAGGG
ACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTTTCCGCGGGCATTGCTCATGCTGGTGCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTCTCCCTTCATTTAGCCGGGGTATCCTCAATTCTAGGAGCTGTAAATTTTATTACAACAACTATTAATATACGAACCCCAGGTATAACAATAGACCGAATTCCTT
TATTTGTCTGATCTGTTATTATCACAGCTATCTTACTATTATTGTCTTTACCGGTTCTAGCCGGTGCTATTACAAATATGGCAACTTGAGCAACTTTAGGCTTTCAGGATAGAAATTCTCCCTTAATAGAACAATTAACATTCTTCCACGATCATACCTTATTAATTTTGGTGATAATCA
CAACCTTAGTGGGTTATCTAATATTTATATTATTTTTTAACTCTTTTACTAATCGATTTTTATTAGAAGGACAAACAATTGAAATTATTTGAACAATTTTACCTGCAATTATCCTGGTATTTATTGCTTTACCCTCCCTACGTTTATTATATCTTTTAGACGAAGTGAGAGACCCCTCCA
TCACCCTAAAAACAATTGGACACCAATGGTACTGAAGTTACGAATATTCAGATTTTAATCAAATCGAATTTGATGCTTATATAATCCCTGGTCAAGAATTGCCCACCGGTAATTTTCGTTTACTTGAAGTTGATAATCATACCGTTATTCCCTTTAATACCCAAATTCGAGTTTTAAT
CACCGCTGCAGATGTTATTCACTCTTGAACTGTGCCAGTTCTAGGAGTCAAGGTCGATGCTAC?????????????????????????CAGACGGCTCGCAAGTCCACCGGTGGCAAGGCGCCCCGCAAGCAGCTCGCCACCAAGGCGGCTCGCAAGAGTGCACCCGCCACCGGCGGCGTCAAG
AAGCCTCATCGCTACAGGCCCGGCACCGTGGCGCTGCGTGAGATCCGTCGCTACCAGAAGAGCACCGAGCTCCTCATCCGCAAGTTGCCCTTCCAGCGCCTCGTGCGTGAGATTGCTCAGGACTTCAAGACCGACCTGCGCTTCCAGAG??????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????AGGATTCCCCGAGTAACGGCGAGCGAAAGGGGAAGAGCCCAGCGCTGAATCCCCCGGTCCTGC—
GGGCCGGCGGGAAATGTAGCGTATGGGAGGGTCGCTTCTCCCGGGGTGCTGCGGCTGGTCCAAGTCCCTCTTGAACGGGGCCACGGTCCTTAGAAGGTGCCAGGCCTGTGGGATGGTTGCGGCCTCCGGGAAGACCTCTCCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAGAGTGCAGCCCTAAGC
AGGTGGTAAACTCCATCTAAGGCTAAATATGACCACGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGTAGGGGAAA 
